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1. Introducción General 
1.1 Tos convulsa 
 
 La tos convulsa, cuyo agente causal es el cocobacilo Gram-negativo Bordetella 
pertussis, es una de las principales causas de mortalidad infantil provocada por 
enfermedades inmunoprevenibles. La enfermedad afecta las vías respiratorias y se 
caracteriza por la presencia de accesos típicos de tos violenta, espasmódica con 
sensación de asfixia, que terminan con un ruido estridente (tos convulsiva o convulsa) 
durante la inspiración.  
 La primera descripción clínica de la tos ferina es la de Guillermo de Baillou en 
1578, quien la llamó tussis Quintín [1]. Posteriormente, Thomas Sydenham en 1679, y 
Thomas Willis en 1682 llamaron “pertussis” (per, intensa + tussis, tos) a esta 
enfermedad que afectaba a lactantes y niños provocando la muerte 
en muchos casos. La bacteria causó numerosas epidemias en Europa 
durante los siglos XVIII y XIX pudiendo ser aislada en el año 1906 
por Jules Bordet y Octave Gengou [2]. Debido al impacto 
epidémico de la enfermedad, el desarrollo de vacunas fue 
prioritario. Entre 1914 y 1923, Hess, Luttinger y Madsen realizaron 
los primeros ensayos exitosos de vacunación anti-pertussis [3] y 
finalmente, durante la década de 1940-1950, se introdujeron las 
vacunas celulares, de uso actual en algunos países, lo cual redujo 
drásticamente la incidencia de esta enfermedad. Debido a las 
reacciones adversas que produce esta vacuna, a finales del siglo 
pasado se desarrollaron vacunas de segunda generación acelulares 
compuestas por antígenos purificados.  
 A pesar de la extensiva vacunación se han seguido registrando picos epidémicos 
cada 4 a 5 años y pertussis continúa siendo una de las principales causas de mortalidad 
infantil. Estudios recientes indican que ocurren aproximadamente 48,5 millones de 
casos de tos convulsa por año en todo el mundo, con un número de casos fatales cercano 
a 295.000 [4]. La situación se ha ido agravando con el tiempo a pesar de la vacunación 
masiva, lo cual ha determinado que la OMS y el CDC (Centers for Disease Control and 
Prevention) declaren a pertussis re-emergente. Los datos epidemiológicos indican 
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también un cambio en el rango etario de casos. Aún en países con programas de 
vacunación masiva y elevada cobertura, cada vez son más los casos de tos convulsa 
asintomática o leve en adolescentes y adultos. Datos clínicos y epidemiológicos indican 
que esta población constituye un reservorio importante y una continua fuente de 
transmisión para lactantes y niños con esquemas de vacunación incompletos [5, 6]. Las 
causas de reemergencia de tos convulsa a nivel mundial aun no han sido determinadas, 
sin embargo se postula que la problemática podría ser una convergencia de factores 
entre los cuales la existencia de nichos de persistencia aun no identificados, la diferencia 
entre el fenotipo infectante y el vacunal, y la inmunoselección de cepas más virulentas 
como resultado de cuatro décadas de vacunación con cepas de colección juegan un 
papel importante. 
 El alarmante aumento de pertussis pone de manifiesto la necesidad de esclarecer 
los mecanismos de patogénesis y persistencia de B. pertussis en el hospedador para 
definir las deficiencias en las estrategias preventivas actuales y posibilitar la 
implementación de mejoras que permitan controlar la circulación de este patógeno y 
lograr, eventualmente, la erradicación de la enfermedad. 
 
1.2. Epidemiología 
 En la era pre-vacunal, las epidemias por pertussis tenían un patrón cíclico, con 
picos de incidencia cada 2 a 5 años [5]. La enfermedad afectaba principalmente a niños 
y era una de las mayores causas de mortalidad infantil en todo el mundo. Registros en 
Estados Unidos indican que sólo en este país el número de casos reportados por año 
ascendía a más de 200000 [7]. La introducción de la vacuna formulada con célula entera 
redujo drásticamente la incidencia de la enfermedad y en 1976 el número de casos 
reportados en este país fue 200 veces menor respecto a la era prevacunal [7, 8]. Sin 
embargo, y a diferencia de otras enfermedades que han sido controladas por vacunación, 
el patrón cíclico de pertussis así como el período que transcurre entre ciclos epidémicos 
no varió con la introducción de la vacuna. Este patrón contrasta con el de otras 
enfermedades como el sarampión, en el que la introducción de la vacunación determinó 
que los intervalos entre los ciclos de aparición de la enfermedad fueran cada vez 
mayores. Esto se debe a que la vacunación no sólo logró controlar la enfermedad sino 
que también detuvo la circulación del virus [5, 6, 9]. Las vacunas contra B. pertussis en 
uso, en cambio, si bien protegen contra la afección aguda, esto es, evitan la 
 4 
Bordetella pertussis  Capítulo 1 
¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯ 
 
sintomatología asociada a la fase tóxica de la enfermedad, no previenen adecuadamente 
la colonización permitiendo la circulación de la bacteria en la población [10]. Por sobre 
el problema de base de la falta de protección contra la colonización, o tal vez debido a 
esta circunstancia, en los últimos 20 años se ha observado un marcado aumento de la 
incidencia de pertussis aun en países desarrollados con elevadas tasas de vacunación, 
siendo considerada en la actualidad una enfermedad re-emergente.  
 Las razones de la reemergencia de B. pertussis a nivel mundial parecen ser 
complejas, sin embargo, se ha postulado que ha habido una inmunoselección de cepas 
más virulentas como resultado de cuatro décadas de vacunación con cepas de colección, 
determinando que las vacunas actualmente utilizadas no sean completamente efectivas 
contra las cepas circulantes [11]. Relevamientos recientes llevados a cabo en Argentina 
demostraron que, de manera similar a lo observado en otros países, las cepas circulantes 
en la población presentan variaciones polimórficas respecto a la cepa vacunal en 
regiones inmunodominantes de los principales antígenos presentes en las vacunas. Tal 
es el caso de toxina pertussis (PT) y pertactina (Prn) [12]. Mas aún, las variantes alélicas 
que prevalecen coinciden con aquellas que han sido aisladas de forma predominante en 
todo el mundo, lo cual refuerza la hipótesis de que la circulación permanente de este 
patógeno en poblaciones vacunadas, permitió la inmunoselección de cepas dirigida por 
vacunación. 
 Concomitantemente con la reemergencia de la enfermedad, se ha observado un 
notorio incremento del número de casos reportados en adolescentes y adultos, 
registrándose manifestaciones atípicas de la misma que ponen en evidencia un creciente 
carácter persistente de la enfermedad [13, 14]. Datos del CDC indican que en el 2004 el 
número de casos reportados aumentó 19 veces en personas entre 10 y 19 años y 16 
veces en personas mayores de 20 años respecto al período 1990-1993 [8]. Estos 
estudios, junto con evidencias clínicas que indican que los adultos son la principal 
fuente de contagio de niños con inmunidad deficiente, han llevado a especular que la 
infección con pertussis es en realidad endémica en adolescentes y adultos [5, 6, 9] 
quienes constituyen reservorios esporádicos de infección y fuente de contagio de niños 
susceptibles. La localización de B. pertussis en estos portadores se desconoce. 
 La situación en Argentina es similar a la del resto del mundo aunque había 
pasado inadvertida por años debido a la escasa notificación por problemas de 
infraestructura y seguimiento epidemiológico. Nuestro grupo estuvo involucrado en la 
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detección de B. pertussis por serología desde el año 2002. De acuerdo con la OMS, en 
nuestro país, entre los años 1998 al 2002 hubo una pequeña disminución en la 
incidencia de pertussis, sin embargo, a partir de ese año, hubo un incremento importante 
y sostenido en el número de casos reportados registrándose un brote de pertussis en la 
provincia de Neuquén en el año 2005 (Fig. 1). Los principales afectados fueron niños 
menores de 6 meses con esquemas de vacunación incompleta. Sin embargo también se 
observó un incremento en el número de casos en adolescentes y adultos [15]. 
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Figura. 1. Número de casos de B. pertussis reportados en Argentina desde el año 1999 hasta el 2008. 
Datos obtenidos de la Organización Mundial de la Salud. 
 
 1.3. Cuadro clínico 
 
 Los síntomas de pertussis pueden variar, dependiendo la edad, el estado inmune 
y el tiempo transcurrido desde la última infección con pertussis o desde la última 
vacunación [16]. 
  
1.3.1. Manifestaciones típicas 
 Luego de un período de incubación de 7 a 10 días, pueden definirse tres estadios 
clínicos o fases durante el curso de la enfermedad: catarral, paroxística, y de 
convalecencia [17]. Durante la fase catarral se presenta catarro, lagrimeo y tos suave. La 
tasa de contagio es muy elevada durante esta fase y en las dos primeras semanas 
después de la aparición de la tos. Superado este periodo (7 a 14 días), la tos empeora en 
frecuencia y magnitud. La fase paroxística se caracteriza por ataques de tos repetidos 
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con múltiples expectoraciones violentas durante una exhalación simple (evento 
paroxístico). Al final del paroxismo, ocurre un esfuerzo de inspiración intenso durante 
el cual sobreviene el clásico graznido que dio nombre a esta enfermedad. En conjunción 
con un paroxismo, se observa también cianosis, salivación, lagrimeo y vómitos. Entre 
las complicaciones comunes de esta enfermedad se incluyen: neumonía, otitis media, 
convulsiones, y encefalopatías. La neumonía puede ser un evento primario en respuesta 
a la infección por B. pertussis o puede resultar de una infección secundaria con otros 
patógenos. Las convulsiones y encefalopatía se deben probablemente a la hipoxia 
cerebral asociada con los paroxismos severos. La fase paroxística puede durar entre 2 y 
8 semanas. La transición a la fase de convalecencia es gradual y se asocia con la 
disminución en frecuencia y severidad de los eventos paroxísticos. La convalecencia 
usualmente perdura 1 a 2 semanas.  
 La mayoría de los casos de muerte por infección con B. pertussis ocurren en 
infantes, especialmente durante el primer año de vida. La fuente de infección son 
frecuentemente miembros del grupo familiar, tanto adolescentes como adultos [4, 18, 
19]. Las infecciones neonatales son particularmente severas, con un riesgo de muerte 
cercano al 3 % [20-23]. En infantes, la severidad de la enfermedad y el riesgo de muerte 
muestran cierta correlación con la manifestación de leucocitosis. La tos convulsa causa 
linfocitosis aguda con recuentos de linfocitos > 20.000 células /ml [20, 24], 
particularidad que la caracteriza. 
 
1.3.2. Manifestaciones atípicas 
 Entre individuos inmunizados, especialmente adolescentes y adultos, los casos 
asintomáticos son comunes [25-27] y se presentan como una enfermedad respiratoria 
leve (catarro, lagrimeo, estornudos, conjuntivitis, irritación de la garganta, o tos de más 
de 21 días de duración) [28, 29]. Se ha descrito que entre el 12 y 52 % de los 
adolescentes y adultos que sufren episodios de tos durante periodos prolongados 
presentan evidencia serológica de infección con B. pertussis [6] . 
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1.4. Vacunación y tratamiento 
1.4.1. Estrategias de vacunación actuales 
 La mayoría de los países industrializados utilizan vacunas que combinan el 
toxoide tetánico y diftérico con antígenos purificados de B. pertussis (Difteria + Tetano 
+ Pertussis acelular = DTPa). Existen en la actualidad diferentes preparaciones de 
vacuna acelular contra B. pertussis que difieren en su composición de antígenos. Las 
monovalentes (toxina pertussis (PT) detoxificada), las bivalentes (PT detoxificada y 
hemaglutinina filamentosa (FHA)), las trivalentes (PT detoxificada, FHA y pertactina 
(Prn)), las tetravalentes (PT detoxificada, FHA, Prn y fimbria (FIM)), y las 
pentavalentes (PT detoxificada, FHA, Prn, FIM2 y FIM3). Estudios epidemiológicos 
llevados a cabo en varios países sugieren que, en general, las vacunas con más de tres 
componentes son más eficaces contra los casos típicos de pertussis o con sintomatología 
leve que las formulaciones que sólo contienen PT, o PT más FHA [6]. 
 En Argentina, como en la mayoría de los países subdesarrollados, se continua 
utilizando la vacuna celular que se administra junto con el toxoide tetánico y diftérico 
(DTPc) y el polisacárido de Haemophilus influenzae serotipo b, formando la cuádruple 
bacteriana (DTPcHib). De acuerdo con el Calendario Nacional de Vacunación la misma 
se aplica en cinco dosis que se administran a los 2, 4, 6, 18 meses y 6 años de edad. La 
eficacia de esta vacuna se correlaciona directamente con el número de dosis 
administradas: aproximadamente 18 % para una única dosis, 48 % para dos dosis, 58 % 
para tres dosis, y 78 % con cuatro o más dosis. 
 Un factor importante a tener en cuenta es que la inmunidad adquirida por 
vacunación o infección confiere protección solo durante un corto plazo (wanning 
immunity). En el caso de la vacuna celular, la inmunidad comienza a declinar luego de 3 
a 5 años, con ausencia de protección demostrable luego de 10 a 12 años [13]. La 
duración de la protección con la vacuna acelular no ha sido establecida aún, pero 
aparentemente la inmunidad declinaría luego de 4 a 5 años [13, 30] determinando que la 
población adulta no se encuentre eficazmente protegida contra la infección en ninguno 
de los casos. 
 Recientemente se ha licenciado en algunos países, entre los que se incluyen 
Estados Unidos, Australia, Canadá, Francia, Alemania, Suiza, y desde el año pasado en 
Argentina, el uso de formulaciones vacunales acelulares para adolescentes y adultos que 
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contienen cantidades menores de toxoide diftérico y de antígeno pertussis (dTpa). 
Según The Global Pertussis Initiative, un grupo de expertos de diferentes países que 
han formado un Comité de seguimiento epidemiológico de pertussis, la vacunación de 
adolescentes y adultos no sólo disminuiría la incidencia de la enfermedad sino que 
reduciría el riesgo de contagio a niños no inmunizados o con esquemas de vacunación 
incompletos [31].  
 Es importante en este punto reiterar que tanto las vacunas celulares como las 
acelulares actualmente utilizadas, aunque protegen contra la sintomatología de la 
enfermedad, no previenen eficientemente contra la colonización, no siendo por lo tanto 
efectivas contra el establecimiento de carriers o portadores asintomáticos. Es posible 
entonces que la vacunación de adultos, aunque contribuya a disminuir la incidencia de 
esta enfermedad, no logre erradicarla definitivamente de la población, continuando 
vigente el problema de base, o sea, la falta de protección contra la colonización. En este 
sentido, la búsqueda de nuevos inmunógenos que protejan eficientemente contra la 
infección de pertussis sigue siendo prioritaria, para lo cual es indispensable conocer las 
características del fenotipo infectante, la patogénesis y el ciclo infeccioso de este 
patógeno. Cabe señalar, que hay otras dificultades en la prevención de pertussis en 
adultos [32]. En primer lugar, y a pesar de la gran acumulación de evidencia científica, 
la presencia de tos convulsa en la población adulta no es, en general, reconocida por la 
comunidad médica, determinando un importante nivel de subdiagnóstico de esta 
enfermedad y un bajo grado de conciencia en la población general. Por otro lado, y aun 
más importante, la factibilidad de la implementación de una estrategia de vacunación 
que proteja a los adultos de por vida es muy discutida. La forma más sencilla de lograrlo 
sería cambiar el refuerzo que se realiza cada 10 años con la vacuna toxoide tetánico-
difteria, por la vacuna dTpa, que incluya antígenos de B. pertussis. Sin embargo se 
desconoce si un refuerzo cada 10 años sería suficiente para mantener la inmunidad 
contra B. pertussis como así también el tipo de antígenos que debieran incluirse en esta 
vacuna para que sea efectiva. 
 
1.4.2. Tratamiento 
 La infección de niños menores de 6 meses requiere hospitalización debido a las 
complicaciones que pueden producirse, por ejemplo, apnea, hipoxia y dificultad para 
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respirar. El tratamiento con antibióticos tiene su máxima efectividad en el periodo 
catarral. Una vez establecida la tos paroxística, no disminuye significativamente el 
curso clínico de la enfermedad pero reduce las posibilidades de transmisión a otras 
personas. En el pasado la eritromicina era la droga de elección para el tratamiento de 
pertussis, sin embargo su utilización fue asociada con una serie de efectos adversos 
entre los que se incluyen hipertrofia pilórica, estenosis en infantes y arritmias cardíacas. 
Actualmente se recomienda el uso de azitromicina y claritromicina [33]. En niños 
mayores de dos meses de edad con alergia o intolerancia a macrólidos se puede utilizar 
trimetroprim-sulfametoxazol (TMP-SMZ). Como fármacos coadyuvantes para el 
tratamiento sintomático de los paroxismos de tos se han empleado el salbutamol, los 
corticoides y la globulina hiperinmune anti-pertussis [34]. Los dos primeros se emplean 
con frecuencia tanto en tratamiento ambulatorio como hospitalario. Sin embargo no hay 
estudios controlados de suficiente amplitud hasta el momento que hayan demostrado su 
eficacia. El suero hiperinmune obtenido de adultos en fase de convalecencia de tos 
convulsa o de adultos vacunados ha sido utilizado en décadas pasadas, sin embargo el 
beneficio de su uso no ha sido significativo [34] por lo tanto hasta el momento no esta 
justificado su empleo. 
 
 
1.5. B. pertussis: Factores y fases de virulencia 
 B. pertussis posee una gran variedad de factores de virulencia, algunos de 
función conocida y otros no. La expresión de la mayoría de estos factores de virulencia 
se encuentra regulada por un sistema de dos componentes codificado por el locus bvgAS 
(Bordetella virulence genes) que responde a cambios en las condiciones del entorno. 
BvgA y BvgS son miembros de este sistema y su activación implica un mecanismo de 
fosfo-transferencia de cuatro pasos (His-Asp-His-Asp) [35, 36] que determina la 
expresión de una gran variedad de factores de virulencia (Fig. 2A). BvgS es un sensor 
híbrido anclado a la membrana interna [37] mientras que BvgA es un regulador 
transcripcional que se une al DNA [38]. La caracterización in vitro de varios promotores 
regulados por Bvg indica que la expresión de diferentes clases de genes puede ser 
diferencialmente regulada según la localización y afinidad de los sitios de unión de 
BvgA fosforilada a sus promotores [36].  
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 Aunque en general las señales censadas por este sistema in vivo no han sido aun 
esclarecidas se cree que su regulación diferencial en respuesta a los distintos ambientes 
encontrados tanto dentro del hospedador como durante la transmisión a otros 
hospedadores tiene un rol central en la patogénesis de esta bacteria. Estudios in vitro 
demostraron que el sistema BvgAS se inactiva a bajas  temperaturas  o  en  presencia  de  
 
 
 
Figura. 2 (A) Fosforilación de BvgAS. BvgS posee dos dominios de unión a proteína de localización 
periplásmica que participan en el reconocimiento de la señal. Cuando se activa (37 ºC), BvgS se 
autofosforila en la posición His729 del dominio autoquinasa. Este grupo fosfato es transferido a la 
posición Asp1023 en el dominio receptor y luego pasa a la posición His1172 en el extremo COOH-
terminal del dominio de fosfotransferencia. Finalmente, el grupo fosfato pasa a la posición Asp54 de 
BvgA. La unión de BvgA~P a promotores transcripcionales determina la expresión de una gran variedad 
de factores de virulencia. Cuando BvgS se inactiva (25 ºC, MgSO4, ácido nicotínico), la fosforilación no 
ocurre. Se desconoce como ocurre la fosforilación en la fase Bvgi (?). (B) Representación de las fases 
Bvg+, Bvgi y Bvg–. Curvas de expresión relativa de las cuatro clases de genes. (Fuente: Mattoo, S. et al. 
(2005) Clin. Microb. Rev.). 
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concentraciones milimolares de MgSO4 o ácido nicotínico y se activa cuando la bacteria 
crece a 37 ºC. Es a través de este sistema que B. pertussis, en respuesta a distintas 
intensidades de los efectores externos, alterna entre distintas fases fenotípicas 
inmunogénicamente muy distintas. Esta regulación no es tipo ON-OFF sino que 
responde a la concentración del modulador a modo de reóstato controlando la expresión 
de cientos de genes diferentes cuyos productos participan en una amplia variedad de 
actividades celulares incluyendo sistemas de transporte, expresión de toxinas y 
adhesinas, metabolismo, y regulación transcripcional.  
 Al menos tres fases fenotípicas han sido identificadas in vitro, Bvg+, Bvgi y 
Bvg- [39], que aparecen como respuesta a cambios graduales en las concentraciones de 
agentes modulantes (MgSO4 o ácido nicotínico) o a cambios en la temperatura del 
cultivo (Fig. 2B). Este fenómeno de transición de fase es reversible y se conoce como 
modulación fenotípica [40]. Cuando la bacteria crece a 37 ºC, en ausencia de MgSO4 o 
ácido nicotínico (fase Bvg+), el BvgA activa la expresión de los genes vag (virulence 
activated genes), que a su vez se dividen en tempranos y tardíos. Los primeros codifican 
algunas adhesinas (hemaglutinina filamentosa, fhaB y fimbrias, fim) y el mismo bvgAS, 
mientras que los tardíos codifican toxinas (adenilato ciclasa, cya y toxina pertussis, ptx). 
Esta fase también se caracteriza por la represión de los genes vrg (virulence repressed 
genes), cuya expresión se encuentra inhibida por la proteína represora BvgR cuya 
expresión es activada por BvgA [41, 42]. Cuando la bacteria crece a 25 ºC, o a 37 ºC en 
presencia de concentraciones milimolares de MgSO4 o ácido nicotínico (fase Bvg- o 
avirulenta) el BvgAS está inactivo determinando la ausencia de expresión de los genes 
vag y la expresión de los genes vrg. El crecimiento bajo condiciones sub-modulatorias, 
por ejemplo, a concentraciones de ácido nicotínico entre 0,4 y 2 mM, determina que B. 
pertussis exprese un fenotipo intermedio entre el Bvg+ y el Bvg-, caracterizado por la 
ausencia de expresión de los genes vrg y la expresión de los vag tempranos y bipA, 
entre otros genes aun no caracterizados (fase Bvgi). 
 Se ha postulado que factores ambientales, como la baja temperatura, durante la 
transmisión persona a persona de B. pertussis podrían determinar la modulación de B. 
pertussis de manera tal que al ingresar al hospedador la bacteria se encontraría en fase 
intermedia o avirulenta [43]. Así, durante los primeros estadios de la infección la 
bacteria podría tener un fenotipo significativamente distinto al encontrado en estadios 
posteriores del proceso infeccioso, donde en respuesta a factores externos como la 
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temperatura corporal, se induce la expresión de adhesinas y/o toxinas características de 
la fase virulenta y la fase tóxica de la enfermedad. 
 Se ha descrito un segundo sistema de dos componentes, el RisAS, originalmente 
estudiado en Bordetella bronchiseptica [44]. El locus ris de este sistema presenta un 
alto grado de homología con los genes ompR-envZ de Escherichia coli involucrados en 
fenómenos de osmorregulación [45] y con los genes phoPQ de Salmonella enterica 
serovar Typhimurium requeridos para la activación intrafagosomal de genes de 
virulencia [46, 47]. En el caso de B. bronchiseptica, se ha encontrado que la expresión 
del RisAS se encuentra inducida cuando la bacteria se encuentra en localización 
intracelular favoreciendo su sobrevida [48]. A diferencia de lo que ocurre con B. 
bronchiseptica, el RisAS en B. pertussis ha sido relativamente poco estudiado, en parte 
debido a que el análisis genético revela que el gen que codifica a RisS presenta una 
mutación in-frame que lo hace inactivo [49]. Sin embargo, se ha encontrado que el RisA 
es capaz de activarse en B. pertussis, posiblemente a través de su fosforilación por una 
quinasa distinta de RisS, via cross talk entre sistemas regulatorios, participando en la 
expresión de los genes vrg lo cual sugiere que los sistemas RisAS y BvgAS se 
encuentran interrelacionados en B. pertussis [49, 50]. Hasta hoy, no se sabe exactamente 
cual es la función de los vrg ni su rol en la patogénesis. Sin embargo, se ha sugerido que 
la modulación podría ser relevante durante la infección favoreciendo la sobrevida dentro 
del hospedador en nichos aún no determinados. 
 
1.5.1. Factores de virulencia regulados por el sistema BVG 
 
1.5.1.1. Hemaglutinina Filamentosa (FHA). 
 
 FHA es una proteína altamente inmunogénica y componente de la mayoría de 
las vacunas acelulares contra pertussis. Sus dimensiones son de aproximadamente 2-4 
nm de diámetro y 100 nm de longitud y puede estar asociada a la superficie o ser 
secretada al medio extracelular [51]. 
 FHA es codificada por el gen fhaB y se expresa tanto en la fase Bvg+ como en la 
fase Bvgi [52, 53]. FHA es sintetizada como un precursor de 367-kDa, FhaB, el cual 
sufre una serie de modificaciones postraduccionales para formar la proteína madura de 
 13
Bordetella pertussis  Capítulo 1 
¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯ 
 
220 kDa. Esta es exportada a través de la membrana citoplasmática mediante un 
mecanismo dependiente del péptido señal, Sec. Su traslocación y secreción a través de 
la membrana externa requiere una proteína accesoria específica, FhaC [54, 55]. Ambas 
proteínas conforman un sistema de secreción de dos componentes (two partner 
secretion system (TPS)) [56]. Se ha sugerido que FHA llega a la membrana externa en 
una conformación extendida y adquiere la estructura terciaria en la superficie de la 
célula, luego de extensivas proteólisis a nivel de los residuos N- y C- terminales. Una 
vez en la superficie de la membrana, aproximadamente 130 kDa de la proteína FhaB 
son clivados proteolíticamente por una proteasa, SphB1 [57]. Parte de FHA es secretada 
al medio extracelular y parte permanece asociada a la superficie celular. 
 FHA es una de las principales adhesinas de B. pertussis [58-60]. Al menos 
cuatro dominios involucrados en la adhesión a las células del hospedador han sido 
identificados. FHA, a través de un dominio aun no identificado, interacciona con el 
receptor de complemento 3 (CR3, CD11b/CD18) promoviendo la adhesión de B. 
pertussis a células inmunes. El triplete Arg-Gly-Asp (RGD), a su vez, promueve la 
adhesión a monocitos y macrófagos, y posiblemente a otros leucocitos, a través de la 
interacción con el complejo LRI/IAP (integrina de respuesta a leucocitos/proteína 
asociada a integrina). La activación de este complejo determina un incremento en la 
capacidad de unión de CR3 a B. pertussis [61, 62] favoreciendo la adhesión de la 
bacteria a las células fagocíticas. El dominio RGD se encuentra también involucrado en 
la interacción con la integrina VLA-5 (very late antigen 5, α5β1) de células epiteliales 
bronquiales [63]. FHA también posee un dominio de interacción con carbohidratos 
(CRD), que media la adhesión a lactosilceramidas presentes en la superficie de células 
epiteliales respiratorias ciliadas y macrófagos [64]. Además, FHA presenta actividad de 
unión tipo lectina con afinidad por heparina y otros carbohidratos sulfatados, 
involucrada en la adhesión a células epiteliales no ciliadas [65]. Un hallazgo interesante 
recientemente descrito por nuestro grupo indica que la actividad adhesina de FHA se ve 
influenciada por la presencia de adenilato ciclasa (ACT) en la membrana. Si ACT no se 
encuentra expresada, como es el caso de B. pertussis en fase intermedia, la interacción 
de FHA con las células epiteliales es menos eficiente pero no se encuentra inhibida por 
heparina sugiriendo que ACT modifica el dominio de unión de FHA a polisacáridos 
sulfatados [59]. 
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 Además de su función como adhesina, se ha descrito que FHA posee una 
importante actividad inmunomodulatoria que favorece la persistencia de B. pertussis en 
el hospedador. Se ha encontrado que a través de FHA, B. pertussis inhibe la producción 
de la citoquina proinflamatoria IL-12 mediante un mecanismo dependiente de IL-10 
[66], restringiendo la producción de una respuesta protectora local tipo Th1 necesaria 
para eliminar eficientemente a B. pertussis del tracto respiratorio [67-69]. La 
proliferación de células T mediada por antígenos externos también se encuentra inhibida 
por FHA [70]. Por último, trabajos recientes indican que mediante la secreción de FHA 
B. pertussis es capaz de bloquear la activación de la vía NF-kB involucrada en la 
producción de citoquinas proinflamatorias en monocitos humanos comprometiendo 
significativamente la respuesta inmune [71]. 
  
1.5.1.2. Fimbrias (Fim). 
 
 Las fimbrias son estructuras proteicas poliméricas de tipo filamentoso que se 
localizan en la superficie de B. pertussis. Existen dos serotipos de subunidad mayor de 
fimbria, Fim2 y Fim3, que comparten una subunidad menor común denominada FimD 
[72]. El gen fimD forma parte del operón fimBCD, el locus funcional para la biosíntesis 
de fimbria [73] . Varios estudios sugieren que Fim interviene en la adhesión al epitelio 
respiratorio a través de Fim2 y Fim3, y a monocitos por medio de FimD  [74-76]. Fim 
interacciona también con azúcares sulfatados que se encuentran comúnmente en el 
tracto respiratorio como heparina, condroitin y dextrano [77]. Estudios realizados por 
Hazenbos et al. [74, 78] sugieren que FimD interviene en la adhesión de B. pertussis no 
opsonizada a VLA-5 en la superficie de monocitos provocando un aumento de 
expresión de CR3 e incrementando los sitios de interacción para FHA. 
 Se ha encontrado que la inclusión de Fimbria en las formulaciones vacunales 
acelulares aumenta la eficacia de las mismas y que los anticuerpos anti-Fimbria 
contribuyen a la protección contra B. pertussis [79, 80]. En un trabajo reciente de 
nuestro grupo se ha demostrado que los anticuerpos anti-Fim poseen una importante 
actividad aglutinante e interfieren significativamente en la capacidad de B. pertussis de 
interaccionar con las células epiteliales respiratorias [58].  
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1.5.1.3. Pertactina (Prn) y otros Autotransportadores. 
 
 A la familia de autotransportadores pertenecen diversas proteínas 
funcionalmente diferentes, como proteasas, adhesinas, toxinas, lipasas e invasinas cuya 
característica distintiva es que dirigen su propia exportación a través a la membrana 
externa [81]. El primer miembro de esta familia descrito en Bordetella fue Prn. Esta 
proteína de 69 kDa posee, de forma similar a FHA, un motivo RGD así como regiones 
ricas en prolina y repeticiones de leucina, ambos dominios potencialmente involucrados 
en la adhesión de la bacteria al hospedador [81, 82].  
 Una serie de estudios de nuestro grupo sugieren que los anticuerpos anti-Prn 
cumplen un rol importante en la protección contra pertussis gracias a su potente 
actividad opsonizante que facilita la fagocitosis de B. pertussis por las células inmunes 
[83]. Prn es el único antígeno incluido en las formulaciones actuales con esta capacidad 
lo cual explica la importancia de su inclusión en las vacunas acelulares [84, 85] y tal vez 
la aparición y prevalencia de cepas circulantes que expresan Prn con variaciones en 
regiones implicadas en el reconocimiento inmune.  
 Otras proteínas autotransportadoras identificadas en B. pertussis incluyen: TcfA 
(originalmente clasificado como un factor de colonización traqueal) [86], BrkA [87], 
SphB1 [57] y Vag8 [88]. Se ha postulado que BrkA proporciona a B. pertussis cierta 
resistencia a la activación de la vía clásica del complemento [87, 89].  
 
1.5.1.4. Toxina Adenilato Ciclasa (ACT). 
 
 ACT pertenece a la familia de citotoxinas formadoras de poro dependiente de 
Ca+2 denominadas toxinas RTX (repeats-in-toxins) [90, 91]. Es una proteína bifuncional 
con un dominio N-terminal que media la actividad adenilato ciclasa y un dominio C-
terminal que media la actividad hemolisina y promueve la liberación del dominio 
catalítico en el citoplasma de células eucariotas [92-95]. A diferencia de otras toxinas de 
su clase, la mayor parte de ACT permanece asociada a la superficie y solo una pequeña 
proporción se libera al medio externo. Estudios recientes indican que la retención en 
membrana de ACT depende de la expresión de FHA [96]. ACT, a su vez, modifica 
tanto la conformación como la funcionalidad de FHA modificando su actividad 
adhesina [59]. La glicoproteína de superficie CD11b en la célula blanco sirve de 
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receptor de la toxina madura [97, 98]. Una vez dentro de la célula blanco, ACT es 
activada por calmodulina [99] y cataliza la producción de AMPc en cantidades 
suprafisiológicas [100-103]. Sorprendentemente, ACT anclada en la membrana 
bacteriana no es responsable de la intoxicación de las células del hospedador; estudios 
recientes demostraron que la intoxicación requiere un acercamiento estrecho entre la 
bacteria y la célula blanco y la secreción de ACT [104]. El incremento de AMPc 
interfiere con los mecanismos de transmisión de señales en células del sistema inmune y 
modula diferentes funciones efectoras, incluyendo la respuesta oxidativa, lo cual 
favorece la sobrevida bacteriana al contacto con la célula del hospedador [105]. In vitro, 
ACT induce apoptosis en macrófagos y disminuye la producción de TNF-α en 
monocitos y neutrófilos [103, 106, 107]. Se ha postulado que esta toxina funciona como 
un factor anti-inflamatorio y anti-fagocítico durante la infección inhibiendo las 
funciones de las células efectoras del sistema inmune. 
Trabajos recientes indican que ACT, junto con el LPS de B. pertussis [108-110], 
es capaz de modular la respuesta inmune adaptativa inhibiendo la expresión de IL-12 y 
aumentando la expresión de IL-23 en células dendríticas humanas lo cual determina la 
inducción de células Th17 en detrimento de un perfil Th1 [111]. Este perfil también se 
encuentra asociado con inflamación crónica autoinmune lo que ha llevado a especular 
que la tos persistente asociada con la patología de la tos convulsa puede deberse a una 
reacción crónica del tipo autoinmune en las vías respiratorias como resultado de la 
inducción de una respuesta inmune con un perfil Th17 [112]. 
 
1.5.1.5. Toxina Dermonecrótica (DNT). 
 
 DNT, una toxina de tipo A-B de 140 kDa, se compone de un dominio amino-
terminal de unión al receptor y un dominio enzimático carboxilo-terminal [113, 114]. 
Estudios in vitro con DNT purificada sugieren que esta toxina provoca la activación 
constitutiva de GTPasas Rho intracelulares, provocando alteraciones profundas a nivel 
del citoesqueleto [115]. Aunque el receptor de DNT no ha sido identificado, se sabe que 
esta toxina es internalizada vía endocitosis y luego clivada por endoproteasas como 
furina, lo cual es indispensable para su actividad [116]. 
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1.5.1.6. Toxina Pertussis (PT). 
 
 Esta toxina se expresa exclusivamente en B. pertussis y posee la estructura 
clásica tipo A-B de las exotoxinas bacterianas. Está compuesta por seis polipéptidos 
designados S1 a S5, codificados por los genes ptxA a ptxE, respectivamente [117, 118]. 
El polipéptido S1 constituye la subunidad A de la toxina mientras que la subunidad 
pentamérica B está compuesta por los péptidos S2, S3, S4 y S5 ensamblados en una 
proporción 1:1:2:1 [117, 119]. La secreción a través de la membrana externa requiere un 
aparato de transporte especializado compuesto por nueve proteínas denominadas Ptl 
(pertussis toxin liberation) [120, 121]. Una vez dentro del citoplasma de la célula 
eucariota, probablemente vía endocitosis mediada por receptores, la subunidad B se 
intercala con la membrana citoplasmática y une ATP, provocando la liberación de la 
subunidad activa S1 [122]. Esta subunidad cataliza la transferencia de ADP-ribosa 
desde el NAD a la subunidad α de proteínas G (Gi, Gt y G0) provocando su inactivación 
[119, 123]. Cuando se encuentra activa, la proteína Gi inhibe la adenilato ciclasa 
eucariota y abre los canales de K+, la proteína Gt activa la fosfodiesterasa que cataliza la 
hidrólisis del GMP cíclico y G0 produce la apertura de canales de K+, el cierre de 
canales de Ca+2 y activa la fosfolipasa C-β. Los efectos biológicos atribuidos a la 
alteración de los patrones de señalización que esta toxina provoca se suman a la acción 
de ACT (aumento de AMPc) provocando la sensibilización a histamina, linfocitosis, 
aumento de la secreción de insulina en respuesta a señales reguladoras, hipoglucemia y 
efectos inmunológicos tanto supresores como estimuladores [124, 125]. Por ejemplo, 
PT retarda el reclutamiento de neutrófilos al sitio de infección reduciendo la capacidad 
de los anticuerpos opsonizantes anti-B. pertussis de mediar la eliminación de la bacteria 
[126, 127]. Además se ha encontrado que PT interfiere con la expresión de moléculas 
presentadoras de antígeno en el macrófago [128] e incrementa, al igual que FHA y Fim, 
la capacidad de unión de B. pertussis a CR3 en macrófagos [129] lo cual significa que 
B. pertussis induce su propia adhesión a monocitos. PT también altera la expresión de 
moléculas de superficie en las células dendríticas [130] reduciendo la respuesta 
adaptativa y promoviendo la re-infección de individuos.  
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1.5.2. Factores de virulencia no regulados por el sistema Bvg 
1.5.2.1. Citotoxina Tranqueal (TCT). 
 
 TCT es un producto resultante de la degradación del peptidoglicano presente en 
la pared bacteriana y liberado durante el crecimiento de B. pertussis [131]. Estudios in 
vitro indican que TCT causa disfunción (ciliastosis) y muerte de células epiteliales 
ciliadas [132] a través de un mecanismo dependiente de la elevación de los niveles de 
monóxido de nitrógeno (NO•) [133]. Se ha postulado que, in vivo, TCT estimula la 
producción de IL-1α en células secretoras de mucus no ciliadas, lo cual controla 
positivamente la expresión de la enzima NO sintetasa [133] y la producción de 
monóxido de nitrógeno. El NO• luego difunde a las células ciliadas contiguas 
provocando la depleción del hierro intracelular lo cual deriva en la inactivación de 
enzimas que contienen hierro importantes para la respiración mitocondrial y la síntesis 
de DNA. Como resultado de esta intoxicación celular, la unión entre células epiteliales 
se ve comprometida y ocurre la extrusión de células ciliadas [134]. 
 
1.5.2.2. Lipopolisacarido (LPS). 
 
 Como otras bacterias Gram-negativas, B. pertussis posee LPS en su membrana 
externa, una potente endotoxina bacteriana. La misma está constituida por una parte 
lipídica (lípido A) anclada a la membrana y un núcleo oligosacárido. El locus wlb, 
compuesto por doce genes (wlbA a wlbL) es el encargado de su biosíntesis y 
ensamblado [135]. No posee antígeno O (cadena de polisacáridos), característico del 
LPS de la mayoría de las bacterias Gram-negativas. El LPS de B. pertussis es 
pirogénico, mitogénico e histamino sensibilizante, siendo el lípido A de esta molécula la 
fracción endotóxica principal [136-138]. El LPS es responsable de la reactogenicidad y 
efectos adyuvantes de la vacuna celular. Induce la expresión de citoquinas pro-
inflamatorias (IL-1β, TNF-α, IL-8) en contacto con células epiteliales, macrófagos y 
otras células del sistema inmune lo cual conduce a la toxicidad sistémica o “shock 
inducido por endotoxina” [137]. El LPS es protector para B. pertussis y en particular 
protege de los efectos de la proteína surfactante A (SP-A) presente en el epitelio 
respiratorio [139]. Trabajos recientes indican que el LPS de B. pertussis ejerce también 
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una importante actividad inmunomodulatoria. La ausencia de antígeno O dificulta la 
interacción con el TLR4 e induce la expansión de células Th17 en detrimento de un 
perfil Th1 contribuyendo a la inflamación [140]. 
 
1.6. Patogénesis  
 La patogénesis implica una compleja serie de eventos entre los que se incluye la 
adhesión a epitelio, proliferación, daño local y eventualmente, persistencia. 
 Varios factores de la fase virulenta han sido implicados como mediadores de la 
adhesión de B. pertussis a las células del huésped (FHA, Fim, PT, TcfA, BrkA, Vag8, y 
Prn) [17]. Aunque FHA ha sido descrita como la principal adhesina de B. pertussis [58-
60], la redundancia en proteínas con actividad tipo adhesina evidentemente contribuye 
al proceso de adhesión [142]. Un evento primario durante la colonización es la 
inducción de ciliastosis que, junto con el daño al epitelio respiratorio y la acumulación 
de mucus, dificulta la eliminación del microorganismo. El daño local de las células 
epiteliales se debe a la acción de TCT y DNT, y en menor medida ACT [115, 143]. 
Sumado a este efecto mecánico de dificultad para eliminar a la bacteria se suma que B. 
pertussis en condiciones de infección induce la expresión de adhesinas aun no 
identificadas que le dan la capacidad de adherirse al mucus [144]. Se ha postulado que 
la expresión de la proteasa SphB1 facilitaría el corte de FHA posibilitando la dispersión 
de la bacteria desde las microcolonias iniciales a nuevos sitios en el tracto respiratorio 
[145]. La característica distintiva de la infección es la tos paroxística y se ha sugerido 
que el importante daño local es en parte responsable de esta tos. Sin embargo, la 
duración total de la tos es mayor que el período que dura el daño local lo cual sugiere 
que otros factores aun no identificados podrían contribuir a la persistencia de los 
síntomas.  
 Por lo que se conoce hasta el momento, B. pertussis sería capaz de evadir la 
respuesta inmune principalmente por la acción de dos toxinas, la toxina adenilato 
ciclasa (ACT) y la toxina pertussis (PT). Específicamente, ACT provoca la intoxicación 
de neutrófilos catalizando la producción excesiva de AMPc e inhibe la activación de la 
célula inmune. Se cree que PT disminuye el reclutamiento de neutrófilos 
polimorfonucleares (PMNs) al sitio de infección mediante la modulación de producción 
de citoquinas y quimoquinas en células epiteliales y macrófagos. Como consecuencia de 
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los efectos de PT y ACT, B. pertussis podría evadir la inmunidad innata temprana 
durante la colonización. En estadios posteriores, estudios recientes sugieren que B. 
pertussis es capaz de modular la respuesta inmune adaptativa a través de la acción de 
distintos factores de virulencia, entre los que se encuentran FHA [66, 146], ACT [108, 
110, 147], PT [128] y LPS [140, 148]. Es a través de estos factores que B. pertussis 
diminuye la respuesta local Th1, la cual, como veremos en detalle más adelante, juega 
un rol importante en la eliminación de este patógeno. 
 B. pertussis es un patógeno estrictamente humano sin reservorios conocidos por 
fuera del hombre. La circulación permanente de este patógeno en la población sugiere la 
existencia de períodos transitorios o prolongados de infección asintomática. [6, 149]. La 
localización de B. pertussis durante este período se desconoce, lo cual dificulta el 
desarrollo de estrategias preventivas eficaces que permitan erradicar definitivamente 
este patógeno de la población. Ciertas evidencias experimentales indican que B. 
pertussis es capaz de ingresar a diferentes tipos celulares incluyendo macrófagos, 
neutrófilos y células epiteliales respiratorias [63, 150-153]. Por ejemplo, en un estudio 
ex vivo se ha encontrado que B. pertussis es capaz de sobrevivir en macrófagos 
humanos durante al menos tres días [154] y en estudios utilizando modelos de infección 
animal se ha hallado a B. pertussis en macrófagos alveolares luego de 21 días de 
infección [151, 155]. En humanos, B. pertussis ha sido encontrada en macrófagos 
alveolares aislados de chicos coinfectados con el virus de inmunodeficiencia humana 
[156] y en infantes en los cuales se ha confirmado neumonía provocada por B. pertussis 
[157] sugiriendo que este tipo celular podría constituir un reservorio de B. pertussis. La 
necesidad de una respuesta celular tanto como la de una respuesta humoral para 
combatir a esta enfermedad parecen apoyar esta hipótesis [67]. Pese a la relevancia a 
nivel epidemiológico y en el desarrollo de vacunas que tendría la existencia de un nicho 
de persistencia intracelular en B. pertussis, prácticamente no hay trabajos que hayan 
investigado acabadamente esta posibilidad.  
 Otro mecanismo de persistencia posible es la formación de biofilms bacterianos 
dentro del hospedador. Estudios recientes realizados por investigadores de nuestro 
Instituto, demuestran que B. pertussis es capaz de formar biofilm in vitro [158, 159]. El 
biofilm se define como una comunidad de microorganismos sésiles, células que están 
irreversiblemente adheridas a una superficie o unas con otras, embebidas en una matriz 
de sustancia polimérica extracelular (EPS) [160]. El EPS que B. pertussis desarrolla 
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durante su crecimiento en biofilm in vitro se compone principalmente de polisacáridos 
(con ácidos urónicos), LPS y proteínas [159]. En B. pertussis, como en otros patógenos 
tales como Escherichia coli [161], Shigella dysenteriae [162], Staphylococcus 
epidermis [163] y Peudomonas aeruginosa [164], la capacidad de desarrollar biofilm 
puede contribuir a la patogénesis y desempeñar un rol importante en la evasión de los 
mecanismos de inmunidad y en la persistencia a largo plazo dentro del hospedador. Así 
como ocurre con otros determinantes de virulencia en B. pertussis, el desarrollo de 
biofilm está regulado por el sistema Bvg, al menos in vitro [165]. Mishra et al. sugieren 
que el control mediado por Bvg en el desarrollo de biofilm opera en una etapa inmediata 
posterior a la adhesión inicial de la bacteria y que probablemente sea requerido para la 
producción de estructuras de superficie que permitan la interacción célula-célula, y la 
posterior formación de microcolonias. 
 
 1.7. Inmunidad: Rol de la respuesta humoral y celular  
 Cuando B. pertussis ingresa al tracto respiratorio se adhiere al epitelio 
respiratorio, donde la acción de toxinas bacterianas median el daño local en el pulmón 
causando la parálisis de las células epiteliales ciliadas y obstaculizando la eliminación 
del moco hacia el exterior [131, 166, 167]. La interacción de B. pertussis con las células 
epiteliales induce también la expresión de citoquinas proinflamatorias que median el 
reclutamiento de neutrófilos y monocitos al sitio de infección [168, 169]. Sin embargo, 
ciertos factores de virulencia producidos por B. pertussis limitan la respuesta 
inflamatoria local favoreciendo la permanencia de B. pertussis en el tracto respiratorio. 
Por ejemplo, se ha encontrado que PT inhibe el reclutamiento de neutrófilos en el sitio 
de infección retardando la eliminación de la bacteria mediada por anticuerpos [126]. 
También se ha encontrado que tanto ACT, como FHA inducen la secreción de 
interleuquinas con actividad anti-inflamatoria como IL-10 que limitan la respuesta local 
[71, 108, 110]. 
 En el tracto respiratorio B. pertussis es eventualmente reconocida y capturada 
por macrófagos y células dendríticas que procesan y presentan antígenos bacterianos a 
las células T induciendo la generación de una respuesta inmune adaptativa [67]. Tanto 
la inmunidad mediada por células como la inmunidad humoral son necesarias para 
controlar la infección por B. pertussis [67].  
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 La importancia de los anticuerpos en la protección contra B. pertussis ha 
sido demostrada en una gran variedad de estudios [83, 170-173]. Anticuerpos contra 
determinados antígenos de B. pertussis pueden prevenir la adhesión a células epiteliales 
del tracto respiratorio (bloqueo de adhesinas), neutralizar toxinas bacterianas, producir 
la aglutinación de las bacterias o promover la fagocitosis mediada por anticuerpos. 
Estudios realizados por nuestro grupo de investigación demuestran que la opsonización 
mediada por anticuerpos específicos es crucial para inducir actividad celular bactericida 
contra este patógeno, en ausencia de anticuerpos, B. pertussis sobrevive a la interacción 
con el neutrófilo [83, 172]. La opsonización de B. pertussis con IgG e IgA media el 
reclutamiento de receptores Fcγ y Fcα, respectivamente, y la activación de motivos 
ITAM mediando el transporte de la bacteria fagocitada a compartimientos lisosomales 
donde es destruida. Un aspecto particularmente interesante de estos estudios es que de 
los antígenos incluidos tanto en vacunas celulares como acelulares, Prn, uno de los 
antígenos que presenta variaciones en zonas inmunodominantes en las cepas circulantes 
respecto de la cepa vacunal [174], es el único que induce anticuerpos con actividad 
opsonofagocítica [83], lo cual parece apoyar la hipótesis de variación antigénica en las 
cepas circulantes dirigida por vacunación. 
 La inmunidad mediada por células también ejerce un rol importante en la 
inmunidad contra pertussis. Los primeros estudios en el tema demostraron la existencia 
de una respuesta proliferativa antígeno específica en células mononucleares de sangre 
periférica (PBMCs) y en células T purificadas de adultos que fueron inmunizados contra 
pertussis o bien sufrieron la enfermedad [173, 175]. Estos estudios, junto con otros en 
los cuales se da información más definitiva respecto a los clones T generados [176] 
demuestran que tanto la infección respiratoria como la vacunación con vacunas 
celulares induce la generación de células T específicas para PT, FHA y Prn y otros 
antígenos no identificados de B. pertussis. Estudios más recientes han definido el 
subtipo de células T CD4+ inducidas por inmunización o por infección con B. pertussis. 
Los clones T derivados de adultos e infantes infectados por pertussis pertenecen 
principalmente a un perfil tipo Th1 [69, 178, 179]. La respuesta T en niños inmunizados 
con vacunas celulares y acelulares sugieren que estas vacunas inducen distintas 
subpoblaciones de células T CD4+, mientras las vacunas acelulares producen 
subpoblaciones con un perfil Th0 o un perfil tipo Th1/Th2, la inmunización con 
vacunas celulares, al igual que la infección natural, induce un perfil de citoquinas 
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predominantemente tipo Th1 [180-184] (Fig. 3). Trabajos recientes realizados en 
modelos murinos indican que la inmunidad protectora inducida por las vacunas 
celulares involucra la activación del receptor TLR4 y la producción de IL-12, IL-23 e 
IL-1 por células dendríticas, determinando la inducción de un perfil Th17 junto con un 
perfil Th1 [185]. Por el contrario, las vacunas acelulares inducen la producción 
citoquinas anti-inflamatorias, como IL-5, determinando la inducción de una respuesta 
predominantemente Th2 [186]. Si bien la inmunidad inducida por vacunas acelulares 
provee protección a través de la generación de anticuerpos que previenen la adhesión de  
 
 
Figura 3. Distintos mecanismos de inmunidad inducidos con vacunas celulares y acelulares: rol 
central de la regulación de la respuesta tipo Th1 y Th2 en la respuesta inmune adquirida. Las 
vacunas celulares incluyen toxinas bacterianas residuales, como el LPS, el cual activa la producción de 
citoquinas como IL-1, TNF-α, IL-12 e IL-18 por parte de los macrófagos y otras células del sistema 
inmune. Estas citoquinas proinflamatorias regulan la inducción selectiva de células Th1 a partir de células 
T precursoras (Thp), pero a su vez contribuyen a la generación de los efectos adversos de la inmunización 
con vacunas celulares. Las citoquinas secretadas por las células Th1, especialmente el INF-γ, contribuyen 
con la producción de anticuerpos y la activación de macrófagos y neutrófilos para fagocitar y eliminar la 
bacteria. En contraste, las vacunas acelulares están desprovista de toxinas bacterianas que estimulan la 
producción de IL-12 e IL-18, pero incluyen componentes como FHA, el cual estimula la producción de 
IL-10, la cual tiene actividad anti-inflamatoria y estimula la producción de una respuesta tipo Th2. Las 
células Th2 contribuyen con las células B para la secreción de anticuerpos IgE y anticuerpos IgG1 e IgG3 
en ratón, los cuales neutralizan toxinas y previenen la adhesión de la bacteria al tracto respiratorio. 
(Fuente: Mills KHG (2001) Microbes and Infection) 
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la bacteria al tracto respiratorio y que neutralizan toxinas (isotipo IgG1 en ratón), la 
respuesta Th1 parece cumplir un rol más importante en la eliminación de  B. pertussis 
induciendo la producción de anticuerpos IgG2a opsonizantes y de INF-γ. En este 
sentido, se ha encontrado que los ratones defectivos en INF-γ o en su receptor , así 
como los ratones deplecionados de células NK, que constituyen la fuente primaria de 
esta citoquina durante la infección temprana, desarrollan infecciones letales diseminadas 
que no se observan en los controles [187-190]. Además, los ratones defectivos en el 
receptor de INF-γ que han sido inmunizados con vacuna celular son menos eficientes en 
la eliminación de B. pertussis del tracto respiratorio respecto a los ratones con fenotipo 
salvaje. En contraste, en la inmunidad inducida por vacunas acelulares, menos efectivas 
que las celulares, no parece estar involucrado el INF-γ encontrándose principalmente 
mediada por anticuerpos IgG1 [68, 190]. 
 Los estudios anteriormente mencionados indican que la infección con B. 
pertussis determina la inducción de una respuesta sistémica predominantemente Th1, 
detectable en el bazo del ratón luego de 2 a 3 semanas de infección [191] y en PBMCs 
de niños afectados con tos convulsa durante la fase paroxística y convaleciente [181, 
192]. Sin embargo, las células T purificadas de tejidos intersticiales del pulmón, son 
hipo-respondedoras a antígenos de B. pertussis, especialmente durante estadios 
tempranos de la infección [191] y los niveles de INF-γ detectados en el pulmón se 
encuentran sólo modestamente elevados luego de 3 a 4 semanas de infección [191, 193]. 
Estos estudios sugieren que B. pertussis es capaz de modular la respuesta local mediada 
por células para prolongar su permanencia en el tracto respiratorio. Como ha sido 
mencionado anteriormente, varios factores de virulencia parecen estar involucrados en 
esta inmunomodulación (ver factores de virulencia de B. pertussis) [66, 70, 111, 140, 
146], por ejemplo, la interleuquina-10 (IL-10) secretada por macrófagos y células 
dendríticas estimulados por FHA [66] y la generación de células T regulatorias [146, 
194] regulan negativamente la respuesta Th1 local. En conjunto, los estudios que hay 
hasta el momento sugieren que B. pertussis ha desarrollado mecanismos de evasión que 
le permiten disminuir la respuesta Th1 la cual, según ha sido demostrado, es clave en la 
eliminación de la bacteria del tracto respiratorio. La inmunidad mediada por células, y 
en particular la mediada por células Th1, cumple un papel crítico en la erradicación de 
patógenos intracelulares, particularmente aquellos que habitan en el compartimiento 
vacuolar del macrófago. Si bien B. pertussis es reconocida como una bacteria 
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esencialmente extracelular, el hecho de que ha sido encontrada en localización 
intracelular en varios estudios realizados tanto in vitro como in vivo y la dependencia de 
una respuesta Th1 para controlar y eliminar la bacteria sugieren que este patógeno 
podría explorar nichos intracelulares durante el período infeccioso, sin embargo, los 
estudios en el tema son escasos y hasta el momento no existen evidencias concretas que 
indiquen que B. pertussis es capaz de comportarse como un patógeno intracelular 
facultativo. 
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1.8. Rafts lipídicos y su relación con las infecciones bacterianas 
1.8.1. Rafts lipídicos 
 La membrana de las células eucariotas está compuesta por tres clases de lípidos: 
los glicerofosfolípidos (GPL), los esfingolípidos y el colesterol (Fig. 4). 
 
 
Figura 4. Clasificación, según su estructura, de los principales lípidos de la membrana de las células 
eucariotas. 
 
 Una característica distintiva de estas membranas es que poseen una composición 
lipídica transversalmente asimétrica. Mientras la membrana externa esta compuesta 
principalmente de fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina (SM), la membrana interna 
está compuesta primordialmente de los glicerofosfolípidos fosfatidiletanolamina y 
fosfatidilserina [195] encontrándose el colesterol enriquecido en la membrana externa 
debido a la alta afinidad que presenta esta molécula por SM y PC.  
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 Actualmente se sabe que la membrana plasmática tampoco es lateralmente 
homogénea encontrándose compuesta por dominios lipídicos especializados 
denominados rafts. El concepto de rafts lipídicos fue introducido hace más de 20 años y 
surgió de la observación de que el colesterol y los esfingolípidos, junto con ciertas 
proteínas de membrana, formaban complejos insolubles luego de la solubilización de la 
membrana con detergente Triton X-100 a bajas temperaturas [196, 197], es por ello que 
los rafts lipídicos también han sido denominados membranas resistentes a detergentes 
“detergent-resistant membranes-DRMs”. 
 Estos dominios están compuestos principalmente por esfingolípidos, colesterol y 
proteínas ancladas a dominios lipídicos. Los esfingolípidos se asocian a través de sus 
ácidos grasos de cadena larga y saturada formando agrupaciones muy compactas, con 
reducido movimiento, estabilizadas por los puentes de hidrógeno que se producen entre 
los azúcares presentes en las cabezas polares. El colesterol, debido a su alta afinidad por 
los ácidos grasos saturados, se intercala entre las cadenas hidrocarbonadas de los 
esfingolípidos promoviendo la transición desde estructuras con reducido movimiento a 
estructuras  líquidas  ordenadas  (Lo)  que  permiten  cierto  movimiento  lateral (Fig. 5).  
 
Glicerofosfolípidos
Colesterol
Cadenas 
hidrofóbicas
Cabezas 
polares
Glicoesfingolípidos, 
esfingolípidos, y algunos 
glicerofosfolípidos
Lc LcFase Lo: rafts  
Figura 5. Organización de los lípidos en un microdominio raft: un modelo simplificado basado en la 
estructura de los lípidos de membrana. La organización de los lípidos de membrana depende de su 
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carácter anfipático (cabezas polares y colas hidrofóbicas), que intenta excluir el mayor número de 
moléculas de agua del interior de la misma. La forma Líquido cristalina (Lc) parece ser la más estable 
desde el punto de vista termodinámico para los lípidos “cilíndricos” como los glicerofosfolípidos. En la 
fase “líquido-ordenada” (Lo), los esfingolípidos, especialmente los GSL, tienen una forma piramidal, 
debido al mayor tamaño de su cabeza polar respecto a la región hidrofóbica, lo contrario ocurre en el 
colesterol, donde la región hidrofóbica ocupa mayor lugar respecto a la región polar. La inclusión de 
colesterol entre los glicoesfingolípidos rellenaría los “huecos” que éstos dejan en las membranas. La 
organización cola-con-cola del colesterol en las áreas rafts darían rigidez a la membrana interna 
citoplasmática, la cual está virtualmente desprovista de esfingolípidos pero contiene algunos 
glicerofosfolípidos (GPL) selectos (por ej: fofatidilinositol y fosfatidiletanolamina con cadenas acilo-
saturadas) con propiedades fisicoquímicas cercanas a las de las esfingomielinas. (Fuente: Fantini J. et. al. 
(2002) Expert Rev Mol Med). 
 
 
Estas membranas en movimiento líquido ordenado son conocidas como “rafts” o balsas 
lipídicas y se diferencian de la bicapa de fosfolípidos circundante porque ésta última 
permanece en una fase líquido desordenada, también llamada fluido líquido cristalina 
(Lc), debido a las cadenas insaturadas de los fosfolípidos. Se puede decir que los rafts 
lipídicos son dominios relativamente ordenados que flotan en la desordenada bicapa 
fosfolipídica (Fig. 5). 
 Estudios realizados utilizando microscopía de fuerza atómica indican que los 
rafts miden aproximadamente 50 nm y solo una limitada cantidad de proteínas forman 
parte de estos dominios. La presencia de caveolina, una proteína con afinidad por el 
colesterol, define un tipo particular de dominio raft llamado caveola, caracterizado por 
la presencia de invaginaciones locales (50-100 nm de diámetro) en la membrana 
plasmática [196]. Los rafts lipídicos, incluidas las caveolas, están particularmente 
enriquecidos en proteínas que participan en transducción de señales [198, 199] (Fig. 6). 
Entre ellas se incluyen: 1) Proteínas externas asociadas a la membrana por 
glicosilfosfatidilinositol (GPI), entre las que se encuentran CD14 (receptor de LPS 
bacterianos), CD16 (FcγRIIIb), CD48 y CD58 (moléculas de adhesión/coestimulación). 
Aunque estas proteínas no poseen un dominio transmembrana o citoplasmático, muchas 
de ellas son capaces de activar la transducción de señales a través de su interacción con 
moléculas efectoras presentes en los rafts. 2) Proteínas transmembrana, por ejemplo, el 
receptor de IgE (FcεRI). 3) Proteínas citoplasmáticas que se asocian a la cara interna de 
los rafts a través de acilaciones, entre ellas se encuentran las proteínas pertenecientes a 
la familia de las Scr  tirosin  quinasas, doblemente aciladas, que se encuentran asociadas  
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Figura 6. Proteínas ancladas a 
dominios rafts. El colesterol (púrpura) 
y los esfingolípidos (naranja) se asocian 
entre sí para formar dominios ricos en 
colesterol en la membrana. Las cabezas 
polares de los esfingolípidos sobresalen 
por sobre las cabezas de los fosfolípidos 
debido a su larga cadena de ácidos. A) 
Proteína anclada por GPI (violeta). B) 
Proteína transmembrana. C) Proteína 
básica (amarillo) anclada a la superficie 
interna de la membrana plasmática 
compuesta principalmente por colesterol 
y fosfatidilserina. (Fuente: Anderson RG 
& Jacobson K (2002) Science) 
 
 
Complejos 
condensados
Proteína
 
 
a estos dominios a través de cadenas de ácidos grasos saturadas. La acilación es un 
proceso post-traduccional lábil y reversible, lo que da a las células la potencialidad de 
modificar y así controlar la asociación de estas proteínas a los rafts. Otro tipo de 
asociación que se ha observado es por interacciones electrostáticas entre aminoácidos 
cargados en una proteína y la carga opuesta en la cabeza polar de los fosfolípidos.  
 
1.8.2. Análisis de rafts lipídicos en las membranas celulares: Técnicas 
bioquímicas y morfológicas 
 La característica partición de los rafts lipídicos en fases líquidas ordenadas 
determina que los mismos sean relativamente insolubles en Triton X-100 a 4 ºC [197, 
200]. Debido a ello, los rafts pueden ser purificados como membranas insolubles en 
detergentes (DIMs) o membranas resistentes a detergentes (DRMs) por 
ultracentrifugación en gradiente de sacarosa siendo esta técnica una de las más usadas 
para su estudio. Bajo estas condiciones, los DRMs son recuperados como complejos 
moleculares en fracciones de baja densidad. La migración de los rafts lipídicos hacia 
estas zonas es consistente con el alto contenido de lípidos presente en los mismos. El 
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análisis bioquímico de estas fracciones indica que los DRMs se encuentran enriquecidos 
en glicoesfingolípidos, esfingomielina y colesterol, encontrándose, a excepción del 
fosfatidilinositol, relativamente pobres en glicofosfolípidos lo cual está de acuerdo con 
el concepto de que las cadenas aciladas saturadas favorecen la asociación de los rafts 
[201]. Dado que este método requiere el aislamiento a bajas temperaturas y la presencia 
de detergentes, se ha generado una gran controversia respecto a si los rafts lipídicos 
existían realmente o eran simples artefactos producto de los métodos utilizados para su 
aislamiento. Numerosos experimentos, tanto in vivo como in vitro , han sido realizados 
para confirmar su existencia, pero quizá uno de los más definitivos ha sido el 
aislamiento de rafts en ausencia de detergentes [202]. El posterior análisis de estos 
microdominios aislados sin detergentes determinó que presentaban la misma 
composición que los aislados por el método tradicional. 
 Otra técnica popularmente utilizada para estudiar la estructura y función de los 
dominios rafts es la utilización de drogas capaces de extraer el colesterol de la 
membrana plasmática. El colesterol es una molécula clave necesaria para mantener la 
integridad de los rafts, su remoción de la membrana plasmática determina la dispersión 
de lípidos y proteínas asociadas a los mismos. Un compuesto comúnmente utilizado 
para remover el colesterol de membrana es la metil-β-ciclodextrina (MβCD) [203], esta 
molécula es capaz de disolver lípidos en sus núcleos hidrofóbicos lo cual conlleva a la 
depleción del colesterol de la membrana plasmática seguido por la disociación de las 
proteínas asociadas a los rafts [204]. El mecanismo que permite a las ciclodextrinas 
remover el colesterol de las membranas celulares está relacionado con su habilidad para 
reducir la energía de activación para el reflujo de colesterol. El tratamiento de las 
células con agentes unidores de colesterol, como nistatina o filipina [205, 206], o la 
inhibición de la síntesis de colesterol con lovastatina, un inhibidor de la 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa [207], son otras de las estrategias 
utilizadas para desorganizar los rafts lipídicos resultando en la dispersión de las 
proteínas que pertenecen a los mismos.  
 También se han llevado a cabo estudios morfológicos para estudiar la 
localización de lípidos y proteínas asociados a dominios rafts de la membrana 
plasmática [208]. Por ejemplo, la colocalización de varias proteínas asociadas a rafts 
con el ganglióso GM1 o con la proteína flotilina, ambos marcadores de dominios rafts, 
ha sido demostrada en varios tipos celulares mediante microscopía confocal [209-211]. 
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Técnicas microscópicas más modernas, como microscopía de fuerza atómica [212] y 
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) [213] confirmaron la existencia de los 
rafts en las membranas celulares. 
 
1.8.3. Rafts lipídicos y señalización intracelular 
 Hoy se sabe que los rafts lipídicos controlan numerosas interacciones lípido-
lípido y proteína-lípido a través de su capacidad de coalescer formando grandes 
dominios en la membrana plasmática. La coalescencia entre dominios rafts permite a 
ciertas proteínas previamente separadas unirse regulando procesos complejos como los 
involucrados en la transducción de señales. Se especula que pequeños rafts presentes en 
una célula en reposo mantienen la señalización proteica en un estado-off. La 
estimulación de la célula induce el reclutamiento de estos pequeños dominios rafts, 
determinando la formación de dominios especializados en donde los patrones de 
señalización convergen y se activan [199, 214]. Esta señalización vía rafts lipídicos 
también involucra proteínas previamente no asociadas a los dominios rafts. El modelo 
de “coalescencia” en la transducción de señales puede ser ilustrado utilizando como 
ejemplo la señalización en la célula inmune [215-217]. El entrecruzamiento de los 
receptores de la célula T (TCR) o los receptores de la célula B (BCR) determina un 
aumento en su afinidad por los rafts lipídicos estabilizando su asociación con estos 
dominios y promoviendo su coalescencia durante el reconocimiento inmune de la célula 
T o de la célula B. La agregación de los rafts también favorece el acercamiento de las 
moléculas coestimulatorias CD4 y CD8 a los receptores de antígenos, lo cual es 
necesario para la correcta activación de la célula T [218]. 
 Los rafts lipídicos no sólo son requeridos para la respuesta inmune adaptativa, 
también están involucrados en el reconocimiento inmune innato [219]. El receptor tipo 
toll 4 (TLR-4) se asocia con dominios rafts luego de la estimulación celular con LPS 
bacteriano. El TLR-4 no se encuentra normalmente en rafts, pero la unión del LPS al 
receptor anclado por GPI, CD14, dispara la asociación del TLR-4 con los rafts lipídicos, 
lo cual dispara la producción de citoquinas que intervienen en el montaje de la respuesta 
inmune frente al patógeno.  
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1.8.4. Interacción de dominios rafts con microorganismos  
 Los rafts lipídicos son sitio de anclaje celular de una gran variedad de patógenos, 
entre los cuales se incluyen virus, bacterias, hongos y parásitos [199, 220-224]. Estos 
microorganismos interaccionan tanto con las proteínas como con los lípidos asociados a 
estos dominios como sitios de adhesión (Tabla 1). Los residuos oligosacáridicos de los 
glicoesfingolípidos (GSL) están proyectados hacia el espacio extracelular, proveyendo 
un considerable número de carbohidratos que son potenciales sitios de unión para 
adhesinas microbianas. La especificidad de secuencia del carbohidrato no es el único 
parámetro que controla la unión de un determinado patógeno, sino que también se 
requiere una densidad crítica de GSL sobre la superficie bacteriana para mediar la 
unión, lo cual sugiere que los GSL son activos sólo  cuando se encuentran  concentrados  
 
 
Tabla 1. Interacción patógeno bacteriano-raft lipídico. Receptores involucrados. 
Patógeno Sitio de unión/Receptor Referencia
Helicobacter pylori GalCer, sulfatido, LacCer, GM3, glicoproteinas [223, 224] 
Shigella GSL no identificado, CD44 [226] 
Salmonella CD55 (proteína anclada por GPI) [227] 
Borrelia burgdorferi GalCer, LacCer, Gb3, GD1a, GT1b [228]  
Streptococcus pneumoniae Motivo GalNacβ1-4 Gal en varios GSL [229] 
Mycobacterium  Colesterol [230, 231] 
Brucella PrPC (cellular prion protein), GM1 [232, 233] 
Fim H y Dr (+) Escherichia coli 
CD48 (proteína anclada por GPI) 
CD55, integrina α5β1
[234, 235] 
Porphyromonas gingivalis TLR2, CR3, CD14? [236] 
Francisella tularensis No identificado [237] 
 
 
en un domino raft formando una plataforma operacional de adhesión [225]. Por lo tanto, 
mientras la unión individual entre una determinada adhesina y el GSL puede ser débil, 
la avidez se ve incrementada significativamente dentro del entorno raft. Se ha 
encontrado que en la mayoría de los casos la unión de un determinado patógeno a la 
superficie celular requiere la presencia de GSL y de un segundo componente, 
generalmente una proteína, la que puede ser una proteína anclada a GPI o una proteína 
transmembrana. En estos casos se reconocen tres pasos en el proceso de adhesión [225]. 
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Primero, el patógeno se adhiere a un dominio raft con un número determinado de sitios 
de unión a GSL, el raft “flota” sobre la superficie celular hasta que se encuentra con un 
receptor proteico de alta afinidad para el patógeno. Por último, el complejo GSL-
patógeno-receptor se estabiliza dentro del dominio raft.  
 
1.8.5. Rafts lipídicos: sitios de entrada y evasión inmune  
 Los patógenos persistentes han desarrollado mecanismos de evasión de la 
respuesta inmune. Muchas de las señales involucradas en la respuesta inmune adaptativa 
y en la innata se inician en los rafts. Algunos microorganismos patógenos, en general de 
difícil erradicación, han desarrollado estrategias para subvertir estas señales utilizando 
la maquinaria de los rafts lipídicos para invadir y sobrevivir en las células del huésped. 
Esto se debe a que la entrada a través de los rafts lipídicos confiere ciertas ventajas entre 
las cuales se encuentran la evasión de la vía endocítica que conlleva a la degradación 
bacteriana, y la puesta en marcha de mecanismos de señalización celular que 
determinan la internalización no bactericida del patógeno [238]. Bacterias como 
Mycobacterium spp., Salmonella typhimurium, S. flexneri, Brucella spp., y Legionella 
pneumophila entran a la célula huésped a través de los rafts lipídicos y ello les permite 
permanecer en fagosomas que no maduran a fagolisosomas gracias a lo cual pueden 
sobrevivir dentro de células fagocíticas profesionales y no profesionales [230, 231, 233, 
239-241]. La fagocitosis de Escherichia coli es otro ejemplo de este mecanismo. Esta 
bacteria expresa la adhesina asociada a pili tipo I, FIM-H, a través de la cual se une a 
CD48, ubicada en dominios rafts. Este tipo de unión a la célula inmune determina que la 
bacteria sobreviva a la interacción, mientras que la fagocitosis mediada por anticuerpos 
conlleva a la degradación del patógeno. Estas investigaciones confirman que el tipo de 
receptores utilizados para ingresar a la célula inmune puede, en gran medida, determinar 
el destino final del patógeno y que los sitios rafts son particularmente propicios para la 
interacción no bactericida entre ciertos patógenos y su hospedador [242, 243]. 
 Hay al menos dos estrategias utilizadas por los patógenos bacterianos para 
evadir la acción bactericida de la vía degradativa que dependen de la asociación del 
patógeno con los rafts lipídicos. Una de ellas está basada en la incorporación de 
componentes de los rafts lipídicos en la membrana del fagosoma que determina un 
tráfico intracelular que resulta beneficioso para el microorganismo. Tal es el caso de 
 34 
Bordetella pertussis  Capítulo 1 
¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯ 
 
Chlamydia spp. que merced a su asociación con rafts lipídicos transita a través del 
aparato de Golgi donde el fagosoma secuestra vesículas conteniendo esfingolípidos y 
colesterol. De esta manera, el fagosoma bacteriano se encuentra enmascarado por estas 
moléculas simulando un origen biosintético [244]. Una segunda estrategia utiliza la 
entrada a través de dominios rafts para evadir la fusión del fagosoma con 
compartimientos lisosomales a través del reclutamiento de moléculas específicas. Los 
rafts lipídicos no están distribuidos estocásticamente a lo largo de la vía endosomal, 
sino que se encuentran protegidos de la vía degradativa [245], debido a ello el contenido 
de rafts lipídicos en endosomas tardíos y lisosomas es limitado. La incorporación de 
componentes proteicos o lipídicos pertenecientes a dominios rafts a la membrana del 
fagosoma podría limitar la accesibilidad de la bacteria a la maquinaria de procesamiento 
y presentación de antígenos resultando en la evasión del sistema inmune adaptativo 
[238]. Por ejemplo, los fagosomas conteniendo Mycobacterium spp, reclutan la proteína 
TACO (tryptophan-aspartate containing coat protein) que previene la fusión con 
lisosomas [241]. TACO se asocia con la membrana del fagosoma por medio del 
colesterol reclutado durante la entrada de la bacteria a través de los dominios rafts. Esto 
inhibe la maduración del fagosoma y permite la sobrevida en este tipo de vesículas. 
 Muchas bacterias a través de su interacción con dominios rafts parasitan las 
cascadas de señalización de la célula huésped favoreciendo su propio ingreso. Tal es el 
caso de S. flexneri y S. typhimuirium. Estas bacterias utilizan un mecanismo disparador 
multifactorial que involucra la secreción de invasinas bacterianas mediante el sistema de 
secreción tipo III una vez que la bacteria entra en contacto con la célula huésped. Estas 
proteínas interaccionan directamente con la membrana plasmática o con proteínas 
citosólicas para inducir pliegues en sitios localizados de la membrana (“membrane 
ruffling”) que engloban la bacteria promoviendo su internalización. Debido a que los 
rafts lipídicos están involucrados en el control espacial del ensamblaje de los filamentos 
de actina, se ha sugerido que algunas de las proteínas que interaccionan con las 
invasinas bacterianas se encuentran asociadas a rafts. Tal es el caso de IpaB de S. 
flexneri la cual a través de su interacción con CD44 induce cambios en el nivel de 
actividad de determinadas GTPasas de la familia Rho, que producen la reorganización 
del citoesqueleto de actina [246]. 
 Si bien la interacción de B. pertussis con dominios rafts lipídicos no ha sido 
descrita ni estudiada, resulta particularmente interesante el hecho de que B. pertussis 
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presente alta afinidad por ciertos componentes, como lactosilceramidas y asialo-GM1 
[247, 248], involucrados en la formación de dominios rafts. Dado el enorme avance que 
ha generado el estudio de los rafts lipídicos y su relación con ciertas patologías 
infecciosas en el conocimiento de los mecanismos de patogénesis de una gran variedad 
de microorganismos, resulta sumamente interesante estudiar el rol que desempeñan 
estos dominios en la interacción de B. pertussis con el hospedador. 
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1.9. Antecedentes y objetivos de este trabajo 
 
 Los patógenos, luego de co-evolucionar durante largos años con sus 
hospedadores, han desarrollado una serie de estrategias para evitar su destrucción por el 
sistema inmune, tales como la evasión de la respuesta innata, la sobrevida intracelular y 
la variación antigénica, entre otras. Si bien tanto la infección natural como la 
inmunización confieren cierto grado de protección contra los síntomas de la tos 
convulsa, no previenen eficazmente la colonización de B. pertussis [6, 67], indicando 
que la bacteria ha desarrollado mecanismos que le permiten sobrevivir en el ambiente 
hostil encontrado dentro del huésped. Esta situación ha motivado que en los últimos 
años un número importante de grupos de investigación hayan orientado sus esfuerzos a 
dilucidar los mecanismos que promueven la persistencia de este patógeno en el 
hospedador. Si bien B. pertussis ha sido considerada históricamente un patógeno 
extracelular, una gran cantidad de trabajos sugieren que B. pertussis es capaz de invadir 
células epiteliales y del sistema inmune bajo determinadas circunstancias [63, 150, 151, 
153, 154]. En particular, en trabajos previos de nuestro grupo, se ha encontrado que 
aunque en presencia de anticuerpos la interacción de B. pertussis con los neutrófilos 
determina la destrucción de la bacteria, la ausencia de los mismos determina que los 
mecanismos de intoxicación dependientes de metabolitos reactivos del oxígeno no se 
disparen favoreciendo la sobrevida bacteriana [172, 249]. 
 A pesar de las implicancias que tendría la existencia de un estadio intracelular 
durante el período infeccioso de B. pertussis en el desarrollo de vacunas y en el tipo de 
inmunidad que las mismas deben inducir, son relativamente escasos los trabajos de 
investigación tendientes a evaluar esta posibilidad y caracterizar los mecanismos que 
permitirían a B. pertussis sobrevivir intracelularmente. La afinidad que B. pertussis 
presenta por lactosilceramidas y asialo-GM1 [247, 248], moléculas presentes en rafts 
lipídicos, sugiere que este patógeno es capaz de interaccionar con dominios rafts 
lipídicos, potencialmente involucrados en la adhesión e ingreso no bactericida de una 
gran variedad de patógenos de difícil erradicación a las células del hospedador. Debido 
a ello, en la presente tesis se estudió si estos dominios están involucrados en la 
interacción de B. pertussis con las células del hospedador, la sobrevida intracelular 
como eventual mecanismo de persistencia y el rol de los rafts lipídicos en este proceso.
 A modo de resumen, los estudios realizados para definir la relevancia de los rafts 
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lipídicos en el proceso de adhesión de B. pertussis a células epiteliales están descritos en 
el Capítulo 2, estos estudios indican que B. pertussis se adhiere a dominios lipídicos en 
un proceso dependiente de FHA. En el Capítulo 3 se describen los estudios realizados 
para evaluar la capacidad de B. pertussis para invadir y sobrevivir en células epiteliales 
respiratorias y el rol de los rafts en este proceso. Los estudios indican que B. pertussis 
ingresa a las células epiteliales por un mecanismo dependiente de rafts lipídicos, 
microtúbulos y la activación de tirosin quinasas. Un porcentaje de bacterias es capaz de 
sobrevivir en localización intracelular lo que sugiere que la invasión de células 
epiteliales podría constituir un mecanismo de evasión de la respuesta inmune. En el 
Capítulo 4 se describen los estudios realizados para caracterizar la interacción de B. 
pertussis con neutrófilos humanos en presencia y en ausencia de anticuerpos 
opsonizantes y el rol de los rafts lipídicos en la evasión de la respuesta inmune. Los 
estudios indican que bajo condiciones no opsonizantes B. pertussis es capturada y 
fagocitada a través de dominios rafts lo que determina que la bacteria sea transportada a 
compartimientos no lisosomales donde evade la acción bactericida de estas células 
inmunes. Por el contrario, la fagocitosis mediada por anticuerpos conlleva a la 
inactivación de la bacteria en compartimientos lisosomales poniendo énfasis en la 
importancia de la presencia de anticuerpos opsonizantes en el sitio de infección. En el 
Capítulo 5 se describen estudios que evalúan el tráfico intracelular de B. pertussis 
luego de ser fagocitada por los macrófagos humanos así como los mecanismos de 
sobrevida a largo plazo. Los estudios indican que bajo condiciones no opsonizantes B. 
pertussis no sólo es capaz de sobrevivir por varios días dentro de los macrófagos sino 
que es capaz de replicar en compartimientos con características de endosomas 
tempranos. A su vez, estos estudios indican que la presencia de anticuerpos 
opsonizantes es fundamental para prevenir la replicación intracelular. En el Capítulo 6 
se presenta la Discusión General de este trabajo. En un Anexo de esta Tesis se presentan 
los estudios realizados para evaluar el rol de la variación antigénica en Prn, único 
antígeno presente en las actuales formulaciones vacunales que induce la producción de 
anticuerpos opsonizantes, en la evasión de las cepas circulantes a la respuesta inmune 
inducida por vacunación. 
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CAPÍTULO 2 
 
2. Dominios ricos en colesterol participan en la interacción de B. 
pertussis con células del epitelio respiratorio 
 
2.1. Introducción 
 
 Un evento crucial en la colonización del tracto respiratorio por B. pertussis es la 
adhesión a las células epiteliales. Se ha descrito que la interacción entre B pertussis y el 
epitelio respiratorio involucra al menos cinco adhesinas [1] de las cuales, la 
hemaglutinina filamentosa (FHA) ha sido descrita como la más importante. FHA es una 
proteína de 220 kDa con al menos cuatro dominios diferentes que median la adhesión 
con la célula huésped. Algunos de los receptores con los cuales FHA interacciona han 
sido identificados: lactosil ceramidas del epitelio respiratorio [2], azúcares sulfatados de 
la superficie de las células epiteliales [3] e integrinas de los leucocitos [4].  
 A través de la interacción con sus receptores celulares en la célula eucariótica, 
las adhesinas no solo median la adhesión bacteriana a un determinado tipo celular sino 
que determinan en muchos casos el inicio de cascadas de señalización que conllevan a 
la internalización del microorganismo o a la generación de determinadas respuestas 
inflamatorias y/o inmunomodulatorias [5, 6]. Si bien la interacción inicial patógeno-
hospedador puede ocurrir de forma más o menos azarosa en la superficie celular, 
solamente determinada por la localización de un posible receptor celular, se ha 
encontrado que muchas bacterias, así como sus exotoxinas, interaccionan con dominios 
especializados de la membrana plasmática ricos en colesterol y glicoesfingolípicos, 
denominados rafts lipídicos como ya se mencionó. Estos dominios aseguran una alta 
concentración local de receptores sobre la superficie celular facilitando el proceso de 
adhesión [7]. Una característica importante de los rafts lipídicos es su naturaleza 
dinámica que permite la formación transitoria de plataformas de señalización en la 
membrana plasmática que conllevan a la activación de mecanismos involucrados en la 
transducción de señales [8] y en la endocitosis [9]. Se ha demostrado que ciertos 
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microorganismos, entre los que se encuentran patógenos de difícil erradicación como 
Mycobacterium tuberculosis [10, 11], Brucella suis [12-14], Chlamydia [15], 
Escherichia coli Dr-Positiva [16], Leishmania donovani [17] y Shigella flexneri [18] 
utilizan estos dominios como vía de ingreso a la célula huésped lo cual determina, en 
muchos casos, la evasión de los mecanismos de defensa y la sobrevida intracelular. Si 
bien la asociación de B. pertussis con los rafts lipídicos no ha sido descrita, la alta 
afinidad que esta bacteria presenta por glicolípidos [19] y lactosil ceramidas [20] 
sugiere que estos dominios podrían estar involucrados en la interacción con la célula 
huésped, lo cual tal vez contribuya al establecimiento de la infección. En este contexto, 
en el presente Capítulo se describen los estudios realizados para investigar si los rafts 
lipídicos participan en la adhesión de B. pertussis al epitelio respiratorio. 
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2. 2. Materiales y métodos 
 
2.2.1. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento 
 Para la realización de este estudio se utilizaron la cepa salvaje B. pertussis 
Tohama I y la cepa BPGR4, una mutante defectiva en la expresión de FHA derivada de 
Tohama [21], transformadas con el plásmido pCW505 (provisto gentilmente por Dr. 
Weiss, Cincinnati, Ohio) que induce la expresión citoplasmática de la proteína 
fluorescente verde GFP (Green Fluorescent Protein) sin alterar el crecimiento o la 
expresión de antígenos [22]. Las bacterias fueron cultivadas en placas de Agar Bordet 
Gengou (DIFCO Laboratories, USA), suplementada con 15 % v/v de sangre 
desfibrinada de carnero (ABGs), durante 72 hs a 37 ºC. Al cabo de este tiempo se repicó 
en una nueva placa ABGs y se cultivó a 37 ºC durante 24 hs. En determinados ensayos 
la cepa salvaje Tohama se cultivo en ABGs con el agregado de un agente modulador 
(50 mM MgSO4).  
 En experimentos control se utilizó la cepa Escherichia coli DH5α transformada 
con el plásmido PML2 el cual induce la expresión citoplasmática de GFP (cedida 
gentilmente por el Dr. Antonio Lagares del Instituto de Bioquímica y Biología 
Molecula, La Plata, Argentina). La bacteria fue cultivada en medio Luria Bertani (LB) a 
37 ºC durante toda la noche y utilizada en ensayos de adhesión. 
 
2.2.2. Células y condiciones de cultivo 
 Los ensayos de infección se llevaron a cabo utilizando la línea celular A549 
(neumocitos humanos tipo II) provista por la American Type Culture Collection [23]. 
Las células A549 se cultivaron en botellas (Falcon 3002; Becton Dickinson, San Jose, 
CA) en medio mínimo modificado de Dulbecco (DMEM) (Gibco BRL, Gran Island, 
NY) suplementado con 10 % v/v de suero fetal bovino (SFB) (Cansera, Rexdale, ON, 
Canada) inactivado por calor, 100 unidades/ml de penicilina, y 100 mg/ml de 
streptomicina (Pen/Strep) (BioWhittaker, Walkersville, MD) a 37 °C, 5 % de CO2 y 100 
% de humedad. Cuando el cultivo alcanzó un 80 % de confluencia, las células fueron 
removidas con tripsina (0.25 % v/v)-EDTA (0.1 % p/v) (KuraboCo., Ltd,. Osaka, 
Japón) y cultivadas en placas de 24 pocillos. El estado del cultivo se monitoreó por 
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observación microscópica periódica y recuento de células viables mediante tinción con 
Trypan blue en pocillos elegidos al azar. 
 
2.2.3. Anticuerpos y sueros 
 Los siguientes anticuerpos fueron utilizados en este ensayo: anticuerpo 
monoclonal (mAc) de ratón anti-caveolina humana (mIgG2a) (Pharmingen, San Diego, 
CA), mAc de ratón anti-receptor de transferrina humana (mIgG2a) (Pharmingen), y 
anticuerpo policlonal (pAc) producido en conejo anti-flotilina-1 humana (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). 
 En este estudio se emplearon además, fracciones de IgG obtenidas a partir de un 
pool de sueros de pacientes con elevado título anti-B. pertussis, según se determinó por 
ELISA [24], obtenida como se describe en Rodriguez et al. [25]; suero de conejo anti-B. 
pertussis obtenido según se describe en Hellwig et al. [26]; y suero de ratón anti-FHA 
de B. pertussis obtenido según se describe en Sato & Sato [27]. 
 
2.2.4. Tratamiento de células A549 con drogas que afectan el colesterol de 
membrana 
 La disrupción de los dominios lipídicos de las células A549 se llevó a cabo por 
remoción del colesterol de membrana incubando las células con 10 mM de metil-β-
ciclodextrina (MβCD) (Sigma) durante 15 min a 37 ºC en medio DMEM suplementado 
con BSA (0,2 % p/v) y lovastatina (5 µg/ml) (Sigma) (DMEM-BSA-L). En algunos 
experimentos las células fueron incubadas con 35 mg/ml de nistatina (Sigma) o con 5 
µg/ml de filipina (Sigma), drogas que unen colesterol sin extraerlo, durante 30 min a 37 
ºC en DMEM-BSA-L. La viabilidad celular no se vio afectada por ninguno de los 
tratamientos según pudo determinarse mediante tinción vital con Trypan blue.  
 En experimentos control, el colesterol de membrana fue restituido por 
incubación de las células previamente tratadas con MβCD, con 8 mg/ml de colesterol 
soluble en agua (Sigma) disuelto en DMEM-BSA (DMEM suplementado con BSA (0,2 
% p/v)), durante 30 min a 37 ºC. 
 El contenido total de colesterol en células tratadas y no tratadas con MβCD fue 
determinado utilizando el kit Amplex Red Cholesterol (Molecular Probes). Bajo las 
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condiciones experimentales utilizadas en estos ensayos, el tratamiento con MβCD 
extrajo alrededor del 54 % del contenido total de colesterol celular. 
 
2.2.5. Ensayos de adhesión 
 La adhesión bacteriana a células A549 se estudió según se detalla en Rodriguez 
et al. [28] con algunas modificaciones. Células A549 se cultivaron en placas de 24 
pocillos (Nunc, Rockside, Denmark) en los cuales se colocó, previo al cultivo de 
células, un cubreobjeto circular de vidrio de 12 mm de diámetro. Se colocaron 
aproximadamente 5 × 103 células por pocillo y se cultivaron durante 18 hs en medio 
DMEM adicionado con SFB 10 % v/v y Pen/Strep. El medio de cultivo con antibióticos 
fue removido mediante lavados con PBS y las células fueron tratadas con drogas 
extractoras de colesterol o con medio de cultivo solo (control). Las células fueron luego 
lavadas con medio DMEM-BSA previo a la incubación con GFP-B. pertussis 
(proporción: 150 bacterias por célula) en DMEM-BSA-L durante 2 hs a 37 ºC o con 34 
µg de FHA nativa purificada (Glaxo-SmithKline) en DMEM-BSA-L durante 1 h a 37 
ºC. Para facilitar el contacto entre bacterias y células las placas fueron centrifugadas 5 
min a 640 × g. No se detectaron cambios en el número de células A549 viables luego de 
la incubación con bacterias o FHA según pudo determinarse mediante tinción con 
Trypan blue. La asociación de B. pertussis con las células A549 se evaluó empleando 
microscopía de fluorescencia. Para ello, las células se fijaron con paraformaldehído 
(PFA) 3 % (1 h a 4 ºC) y se estimó el número de bacterias adheridas por célula por 
observación microscópica de 20 campos representativos seleccionados al azar. El 
recuento de bacterias adheridas por célula se realizó utilizando el programa SigmaScan 
Pro Versión 5.0. El inóculo bacteriano inicial se determinó por recuento de unidades 
formadoras de colonias (UFC) en ABGs. El control de número de células se determinó 
por recuento de células en Cámara de Neubauer. Con estos datos, se estimó el número 
inicial de bacterias por célula (Rib/c).  
 La asociación de FHA con las células A549 se estudió empleando citometría de 
flujo y microscopía de fluorescencia (Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ). Para el 
análisis por citometría de flujo, las células previamente incubadas con FHA purificada 
fueron removidas de la placa empleando PBS-EDTA (0.2 % p/v) antes del paso de 
fijación con paraformaldehído. Para el análisis por microscopía de fluorescencia las 
células adheridas al cubreobjeto fueron directamente fijadas con PFA. Las muestras se 
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incubaron con suero de ratón anti-FHA, seguido por la incubación con fragmentos 
F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG de ratón conjugados con cianina 3 (CY3) 
(Jackson ImmunoResearch, West Grove). Todos los experimentos fueron realizados al 
menos tres veces en triplicado. Como control de pegado inespecífico se incubaron 
células A549 con suero de ratón anti-FHA seguido por anticuerpos anti-IgG de ratón 
conjugados con CY3.  
 En algunos experimentos, 6 x 106 B. pertussis expresando GFP fueron incubadas 
con 1.8 mg/ml de colesterol (Sigma) en DMEM-BSA durante 1 h a 37 ºC. Luego de tres 
lavados las bacterias fueron incubadas con células A549 en una Rib/c de 150. 
 En experimentos control, la adhesión de E. coli DH5α expresando GFP fue 
evaluada como se ha descrito anteriormente utilizando una Rib/c de 500.  
 
2.2.6. Ensayos de unión a colesterol 
 Para evaluar la capacidad de B. pertussis de pegar colesterol se utilizó un ensayo 
descrito por Rostand & Esko [29] con algunas modificaciones, según se detalla a 
continuación. 1 mg de colesterol diluido en etanol se utilizó para cubrir los pocillos de 
una placa de polipropileno para ELISA. El pegado de colesterol a la placa se llevó a 
cabo durante 14 hs a temperatura ambiente. Los pocillos tratados con colesterol fueron 
luego lavados seis veces con PBS y bloqueados con una solución de PBS-BSA (1 % 
p/v) durante 1 h a 37 ºC. Posteriormente se adicionaron 2 x 107 bacterias por pocillo 
(Tohama cepa salvaje o BPGR4) en PBS-BSA (1 % p/v) y se incubaron durante 1 h a 
37 ºC. Las bacterias no adheridas fueron removidas mediante tres lavados con PBS. El 
nivel de asociación con colesterol se determinó por la incubación con anticuerpos IgG 
humanos anti-B. pertussis (30 ºC, 2 hs) seguido por la incubación con anticuerpos anti-
IgG humana conjugadas con peroxidasa (37 ºC, 2 hs). Luego de una serie de lavados, la 
reacción enzimática fue iniciada mediante la adición de O-fenilendiamina (0.1 mg/ml) y 
H2O2 (30 volúmenes en 100 ml de buffer citrato-fosfato, pH 5). Luego de 15 min en la 
oscuridad, la reacción se detuvo mediante la adición de H2SO4 (4N). El nivel de 
adhesión bacteriana se estimó midiendo la absorbancia a 492 nm. Pocillos recubiertos 
únicamente con etanol o solución de bloqueo fueron utilizados como control de unión 
no específica. En experimentos control se evaluó la capacidad de unión a colesterol de 
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E. coli DH5α. El nivel de asociación se determinó utilizando suero anti-E. coli de 
conejo seguido por la incubación con anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa.  
 
2.2.7. Fraccionamiento celular y aislamiento de membranas resistentes a 
detergentes (DRMs). 
 DRMs de células incubadas con B. pertussis o FHA fueron aislados según se 
detalla a continuación. 1x 107 células A549 cultivadas a un 80 % de confluencia fueron 
incubadas durante 2 hs a 37 ºC con B. pertussis a una Rib/c de 150, o con 17 mg/ml de 
FHA purificada durante 1 h a 37 ºC. Los componentes insolubles en Triton X-100 
fueron luego aislados según ha sido descrito en Chamberlain et al. [30]. Brevemente, las 
células fueron lavadas dos veces con PBS frío y removidas de la placa empleando PBS-
EDTA (0.2 % p/v). La suspensión de células fue centrifugada a 450 x g, y el paquete 
celular resuspendido en 1,8 ml de buffer Tris (TBS) (20 mM Tris, pH 7.4, 1 mM EDTA, 
y 140 mM NaCl) conteniendo 1 % v/v de Triton X-100, 1 mM de fenilmetilsulfóxido 
(PMSF), y 1 % v/v de cocktail inhibidor de proteasas (Sigma) e incubado en frío 
durante 30 min. En algunos experimentos la solución de Triton X-100 1 % v/v fue 
reemplazada por una solución de Triton X-100 0.5 % v/v + saponina 0.5 % p/v (Sigma). 
Posteriormente las células fueron lisadas a través de una serie de pasajes por una aguja 
27G1/2. El lisado celular se mantuvo durante 15 min en hielo y luego fue centrifugado a 
800 x g durante 10 min a 4 ºC. El sobrenadante (libre de núcleos) se ajustó a 40 % p/v 
de sacarosa mediante el agregado de 1,8 ml de sacarosa 80 % p/v en TBS, y colocado en 
la base de un tubo de centrífuga SW41. Por encima de este preparado se adicionaron 6 
ml de sacarosa 30 % p/v en TBS y 3 ml de sacarosa 5 % p/v en TBS. Posteriormente las 
muestras fueron sometidas a ultracentrifugación (247000 x g) durante 15 hs a 4 ºC 
empleando un rotor Beckman modelo SW41. Finalizada la centrifugación se tomaron 
fracciones de 1 ml del gradiente desde arriba (fracción 1) hacia abajo (fracción 12). Las 
proteínas de cada fracción se precipitaron con ácido tricloroacético al 10 % p/v en 
presencia de 0.2 % p/v de deoxicolato de sodio. El precipitado se resuspendió en PBS y 
se mantuvo a -20 ºC hasta su utilización.  
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2.2.8. Análisis de las fracciones obtenidas en gradientes de sacarosa 
 En cada una de las fracciones obtenidas en gradientes de sacarosa de células 
tratadas con B. pertussis o de células no tratadas con B. pertussis (control) se investigó 
la presencia de B. pertussis, caveolina y receptor de transferrina por técnicas de 
inmunoquímica sobre membrana. Para ello, volúmenes iguales de cada muestra (10 µl) 
se aplicaron a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) (Immobilon, 
Millipore, Bedford, MA, USA) que se dejó secar a temperatura ambiente. Luego, las 
membranas se trataron durante 2 hs a temperatura ambiente con solución de bloqueo 
(PBS, 5 % p/v BSA), y otras 2 hs con mAc de ratón anti-caveolina, mAc de ratón anti-
transferrina o IgG humana anti-B. pertussis. Luego de una serie de lavados con solución 
PBS-BSA (5 % p/v), la unión específica de anticuerpos se visualizó mediante 
incubación con anticuerpos de cabra anti-IgG de ratón conjugados con fosfatasa alcalina 
(Jackson, ImmunoResearch, BaltimorePike) o con anticuerpos de cabra anti-IgG 
humana conjugados con fosfatasa alcalina como anticuerpos secundarios (Jackson, 
ImmunoResearch, BaltimorePike), y NBT/BCIP (Bio-Rad) como sustrato de reacción. 
 Por otro lado, las fracciones obtenidas en gradientes de sacarosa de células 
incubadas con FHA o con medio de cultivo solo (control), fueron analizadas por SDS-
PAGE e inmunodetección (Western blot). Para ello, las muestras del gradiente fueron 
sometidas a una electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE; 7 %), 
transferidas a membranas PVDF [31] e incubadas con anticuerpo policlonal de ratón 
anti-FHA, mAc de ratón anti-caveolina, o mAc de ratón anti-transferrina durante 2 hs a 
temperatura ambiente. La detección inmunoquímica se realizó empleando anticuerpos 
de cabra anti-IgG de ratón conjugados con fosfatasa alcalina (Jackson Immuno 
Research, BaltimorePike). Como sustrato de reacción se utilizó NBT/BCIP. 
 
2.2.9. Microscopía confocal  
 Células A549 fueron incubadas con GFP-B. pertussis (Rib/c 100) durante 2 hs a 
37 ºC. Luego de varios lavados para eliminar las bacterias no adheridas, las células se 
fijaron con PFA 3 % p/v durante 1 h a 4 ºC. Luego de la fijación las células fueron 
lavadas con PBS e incubadas durante 10 min con NH4Cl 50 mM en PBS. Luego de dos 
lavados, las células se permeabilizaron mediante la incubación con saponina 0.1 % p/v 
en PBS-BSA (0.5 % p/v) durante 30 min a temperatura ambiente y posteriormente se 
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incubaron con anticuerpos policlonales de conejo anti-flotilina en presencia de saponina 
0.1 % p/v-BSA 0.5 % v/v durante toda la noche a 4 ºC. Como segundo anticuerpo se 
utilizaron fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con 
CY3 (Jackson ImmunoResearch, West Grove) los cuales fueron incubados durante 30 
min a 4 ºC. Para evitar el pegado inespecífico de los anticuerpos, todas las incubaciones 
fueron realizadas en presencia de 25 % v/v de suero normal humano inactivado por 
calor (en todos los ensayos en los que se utilizó suero normal humano para evitar el 
pegado inespecífico de anticuerpos se tomó la precaución de utilizar sueros que no 
presentaran anticuerpos contra B. pertussis). Las muestras fueron analizadas mediante 
microscopía de fluorescencia confocal utilizando un microscopio marca Olympus FV 
300. El porcentaje de bacterias colocalizando con flotilina fue calculado mediante el 
análisis de al menos 50 células tomadas de distintos campos seleccionados al azar. 
 
2.2.10. Análisis estadístico  
 Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado. Los resultados se 
analizaron estadísticamente mediante el análisis de varianza (ANOVA). Para la 
comparación de los valores obtenidos (medias) se utilizó el test de Menor Diferencia 
Significativa (LSD) con un grado de significación (P) de 0.05. 
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2.3. Resultados 
 
2.3.1. El colesterol de membrana está involucrado en la adhesión de B. 
pertussis a células del epitelio respiratorio  
 La adhesión de B. pertussis a las células del epitelio respiratorio es un evento 
crucial en la colonización. Con el fin de evaluar si los rafts lipídicos están involucrados 
en este proceso, se estudió la asociación de B. pertussis con células de la línea A549 
(neumocitos tipo II, epitelio alveolar humano) previamente tratadas con drogas que 
desorganizan los dominios rafts o con medio de cultivo solo (control). Cabe señalar que 
esta línea celular es la de elección como modelo de estudio para evaluar la interacción 
de B. pertussis con células epiteliales respiratorias [6, 28, 32-35]. En este estudio se 
empleó MβCD para desorganizar los rafts lipídicos. Esta droga ha sido ampliamente 
utilizada para estudiar el rol de los dominios rafts en los procesos celulares dada su alta 
afinidad por el colesterol, molécula clave en la estabilización de estos dominios [10, 36-
38]. Los experimentos fueron desarrollados en presencia de lovastatina para inhibir la 
síntesis de novo de colesterol [39]. La viabilidad celular no fue afectada por estos 
tratamientos según pudo ser comprobado mediante tinción con el colorante vital Trypan 
blue. La adhesión de B. pertussis expresando GFP a células previamente tratadas con o 
sin MβCD fue evaluada mediante microscopía de fluorescencia, donde se contó el 
número de bacterias adheridas por célula en al menos 20 campos tomados al azar que 
contuvieran entre 3 y 9 células. La Figura 1 muestra una imagen representativa en la que 
se observa la adhesión de GFP-B. pertussis a células epiteliales A549.  
 
  
 
Figura 1. Adhesión de B. pertussis a 
células epitelio-alveolares A549. Se 
muestra una imagen (1000 ×) 
representativa de una toma 
microscópica donde se observan 
bacterias verdes (por expresión de 
GFP) adheridas a células A549.  
 
 
 
 
 67
Bordetella pertussis  Capítulo 2 
¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯ 
 
 
El tratamiento de las células A549 con MβCD determinó una significativa 
disminución en la adhesión bacteriana (55 % respecto al control) (Fig. 2) sugiriendo que 
el colesterol de membrana está involucrado en la interacción de B. pertussis con células 
epiteliales respiratorias. Dado que la extracción del colesterol de membrana puede tener 
efectos pleiotrópicos, entre los que se incluyen la alteración de la permeabilidad de 
membrana y la afectación de los procesos de endocitosis mediados por clatrina [40], el 
tratamiento con MβCD no puede ser utilizado como único criterio para definir si los 
rafts lipídicos están involucrados en la adhesión de B. pertussis a células epiteliales. 
Debido a ello, se estudió si la adhesión de B. pertussis se ve afectada por el tratamiento 
de las células con otras drogas desorganizadoras de rafts lipídicos, como nistatina o 
filipina que, a diferencia de la MβCD, se unen al colesterol sin extraerlo de la 
membrana plasmática [41]. Como puede observarse en la Figura 2, ambas drogas 
produjeron una disminución significativa de la adhesión de B. pertussis respecto al 
control.  
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Figura 2. La adhesión de B. pertussis a células epiteliales depende de la presencia de colesterol de 
membrana. Células A549 tratadas con DMEM + BSA (control), con 13 mg/ml de MβCD, 5 µg/ml de 
filipina, o 35 mg/ml de nistatina en DMEM + BSA fueron incubadas con GFP-B. pertussis (Rib/c 150) 
durante 2 hs a 37 ºC. La adhesión bacteriana fue evaluada mediante microscopía de fluorescencia. Los 
datos presentados representan la media ± DE de cuatro experimentos independientes. El número de B. 
pertussis adheridas a células A549 tratadas con MβCD, filipina o nistatina difiere significativamente del 
número de bacterias adheridas a células A549 sin tratar (P<0.05). 
 
 
En experimentos control se estudió el efecto de la MβCD sobre la adhesión de E. 
coli DH5α a células A549. Según estudios previos [17], la interacción de esta bacteria 
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con la célula huésped no depende del colesterol de membrana. De acuerdo a lo 
esperado, la adhesión de E. coli DH5α no se vio afectada por el tratamiento (resultados 
no mostrados) confirmando que la extracción de colesterol afecta específicamente la 
interacción de B. pertussis con la célula epitelial. 
 
2.3.2. La reposición del colesterol de membrana restaura la adhesión de B. 
pertussis 
Con el fin de evaluar si la reposición del colesterol de membrana logra 
reestablecer el nivel de adhesión de B. pertussis a la célula epitelial, se realizaron 
ensayos en los cuales células tratadas con MβCD fueron incubadas con colesterol 
soluble en agua. El incremento en el contenido de colesterol de membrana determinó un 
aumento en la adhesión de B. pertussis (Fig. 3) indicando que la disminución en la 
asociación a las células epiteliales luego del tratamiento con MβCD no se debe a una 
disrupción general de la integridad de la membrana celular, sino que resulta de un efecto 
específico debido al menor contenido de colesterol. 
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Figura 3. La reincorporación de colesterol reestablece la adhesión de B. pertussis. GFP-B. pertussis 
en DMEM-BSA fue incubada durante 2 hs a 37 ºC (Rib/c 150) con células A549 sin tratar (control), o 
tratadas con MβCD y luego incubadas con DMEM-BSA (MβCD) o con colesterol disuelto en DMEM-
BSA (MβCD + colesterol). Las células fueron luego lavadas y fijadas. La adhesión bacteriana fue 
evaluada mediante microscopía de fluorescencia. Los datos presentados representan la media ± DE de tres 
experimentos independientes. La adhesión de B. pertussis a células tratadas con MβCD difiere 
significativamente de la adhesión a células control y a células tratadas con MβCD + colesterol (*P<0.05). 
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2.3.3. Los raft lipídicos están involucrados en la interacción de B. pertussis 
con células epiteliales 
Con el fin de evaluar si la dependencia de colesterol observada en la adhesión de 
B. pertussis a células epiteliales significa realmente que existe una intervención de los 
dominios raft en este proceso, se emplearon técnicas de fraccionamiento subcelular de 
células infectadas para analizar la localización de B. pertussis. Para ello, se aislaron los 
dominios rafts de células A549 incubadas con B. pertussis mediante tratamiento con 
Triton X-100 seguido de fraccionamiento en gradiente de sacarosa. En la Figura 4 se 
muestran dot blots correspondientes a las diferentes fracciones recogidas del gradiente. 
Las fracciones en las cuales se localizan los rafts fueron identificadas mediante la 
utilización del marcador de rafts, caveolina. De acuerdo con lo esperado según 
bibliografía, esta proteína fue hallada en las fracciones 3 y 4, densidades a las cuales se 
espera que los rafts se localicen. En contraste, y como era de esperarse, el receptor de 
transferrina, que no se encuentra asociado a rafts lipídicos, fue hallado en las fracciones 
8 a 12. B. pertussis fue encontrada en las fracciones 3 y 4 lo cual sugiere que esta 
bacteria se encuentra asociada a dominios rafts, sin embargo, y debido a que las 
fracciones 8 a 12 también se vieron enriquecidas en B. pertussis, es posible que otros 
receptores no asociados a los rafts lipídicos medien junto con éstos últimos la 
interacción de B. pertussis con células epiteliales.  
 
Figura 4. Los rafts lipídicos están involucrados en la interacción de B. pertussis con células 
epiteliales respiratorias. Células A549 incubadas con B. pertussis durante 2 hs a 37 ºC fueron sometidas 
a fraccionamiento subcelular. Volúmenes iguales de cada fracción fueron analizados mediante Dot blot. 
Las fracciones fueron reveladas con anticuerpos IgG anti-B. pertussis (B. pertussis), anticuerpos anti-
receptor de transferrina (Receptor de transferrina) y anticuerpos anti-caveolina (Caveolina). Se muestran 
dot blots representativos de tres experimentos independientes. 
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Para confirmar la asociación de B. pertussis con los rafts lipídicos, se empleó 
microscopía confocal para evaluar la interacción de B. pertussis con flotilina, otro 
marcador de rafts lipídicos. Aproximadamente el 60 % de B. pertussis se encontró 
colocalizando con flotilina confirmando el rol que estos dominios tienen en la 
interacción de B. pertussis con las células epiteliales (Fig. 5a). Un resultado 
particularmente interesante fue observado en las células previamente tratadas con 
MβCD. Según se ve en la Fig. 5b, luego del tratamiento con MβCD aún se observan 
cúmulos ricos en flotilina que reflejan que todavía hay dominios rafts en la membrana 
celular aunque en menor cantidad y sugieren que los rafts lipídicos no fueron 
completamente desorganizados por el tratamiento con MβCD. Bajo estas condiciones se 
observa que B. pertussis aún colocaliza con flotilina sugiriendo que aquellas bacterias 
que se adhieren a la célula epitelial después de ser tratada con drogas extractoras de 
colesterol lo hacen principalmente a expensas de dominios rafts que no han sido 
afectados. En este estudio se evaluó en paralelo la adhesión de E. coli DH5α como 
control negativo. En la Fig. 5c se observa que no hay colocalización de la bacteria con 
cúmulos ricos en flotilina. 
 
 
Figura 5. B. pertussis colocaliza con el marcador de rafts lipídicos flotilina. Células A549 tratadas con 
DMEM-BSA (panel a y c) o con DMEM-BSA-MβCD (panel b) fueron incubadas durante 2 hs a 37 ºC 
con GFP-B. pertussis (paneles a y b) o GFP-E. coli DH5α (panel c), lavadas, fijadas y permeabilizadas 
previo a la incubación con anticuerpos de conejo anti-flotilina, seguido de anticuerpos anti-IgG de conejo 
conjugados con CY3. Los paneles a y b muestran a B. pertussis (verde) colocalizando con flotilina (rojo), 
reflejado por la presencia de áreas amarillas (60 % y 70 % de colocalización, respectivamente). El panel c 
muestra la ausencia de colocalización de E. coli DH5α con flotilina. En la Figura se muestran imágenes 
representativas de 3 experimentos independientes. 
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2.3.4. FHA está involucrada en la interacción de B. pertussis con los rafts 
lipídicos 
Con el fin de determinar el rol de FHA, principal adhesina de B. pertussis, en la 
interacción con dominios ricos en colesterol de la membrana plasmática, se incubaron 
células A549 con FHA purificada previo a la separación de los componentes insolubles 
en Triton X-100 por gradiente de centrifugación en gradiente de sacarosa. Los 
resultados de la Figura 6A muestran que la mayor parte de FHA asociada a la célula se 
encontró en fracciones de baja densidad donde también se encuentra caveolina, el 
marcador de rafts lipídicos, lo cual sugiere que FHA interacciona con estos dominios. 
En ensayos en los que las células se incubaron con saponina, una droga que desorganiza 
los rafts lipídicos [30], FHA se encontró por fuera de las fracciones 3 y 4, confirmando 
que la localización de FHA en esas fracciones se debió a la interacción con estos 
dominios (Fig. 6B). En experimentos control, se analizó si FHA purificada era capaz de 
flotar a bajas densidades en el gradiente de sacarosa, los resultados demuestran que 
FHA pura se localiza en zonas de alta densidad (fracciones 8 a 12) (resultado no 
mostrado).  
 
 
 
Figura 6. FHA interacciona con los rafts lipídicos. FHA purificada fue incubada con células A549 
durante 1 h a temperatura ambiente previo al aislamiento de los rafts lipídicos por fraccionamiento 
subcelular. A) Las diferentes fracciones recogidas del gradiente fueron analizadas por inmunoblot 
utilizando anticuerpos anti-FHA (FHA), anticuerpos anti-receptor de transferrina (Receptor de 
transferrina) y anticuerpos anti-caveolina (Caveolina). B) Células incubadas con FHA fueron lisadas 
utilizando 0,5 % v/v de Triton X-100 con el agregado de saponina (0,5 % p/v) y analizadas por 
inmunoblot empleando anticuerpo anti-FHA (FHA). Se muestran inmunoblots representativos de tres 
experimentos independientes. 
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En experimentos realizados en paralelo, se estudió si la interacción de FHA con 
la célula epitelial se ve afectada por el tratamiento con MβCD. Para ello, se evaluó 
mediante citometría de flujo y microscopía de fluorescencia la asociación de FHA con 
células tratadas con MβCD. En la Figura 7 puede observarse que la interacción de FHA 
con la célula epitelial respiratoria se vio significativamente disminuida cuando se 
extrajo el colesterol de membrana sugiriendo que los rafts lipídicos actúan como 
plataformas que concentran moléculas involucradas en la interacción de FHA con la 
célula epitelial.  
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Figura 7. La extracción de colesterol de membrana afecta la adhesión de FHA a las células 
epiteliales. Células A549 (5 x 103) tratadas con DMEM-BSA (control) o DMEM-BSA-MβCD (MβCD) 
durante 15 min a 37 ºC fueron incubadas con 34 µg de FHA durante 1 h a 37 ºC. Luego de varios 
lavados, FHA adherida a membrana fue detectada mediante incubación con anticuerpos de ratón anti-
FHA seguido de anticuerpos anti-IgG de ratón conjugados con CY3. (A) El nivel de adhesión de FHA a 
células A549 tratadas con o sin MβCD se determinó por citometría de flujo. Como control de pegado 
inespecífico, células A549 no incubadas con FHA fueron tratadas con anticuerpos de ratón anti-FHA 
seguido de anticuerpos anti-IgG de ratón conjugados con CY3 en ausencia de FHA (línea de puntos). 
El nivel de asociación de FHA a la célula se evaluó a través de la media geométrica de la fluorescencia 
roja asociada a la célula epitelial. El porcentaje de FHA asociado a las células A549 fue expresado en 
función del nivel de asociación de FHA a células control, arbitrariamente fijado como 100 %. Los datos 
representan la media de tres experimentos independientes. El nivel de asociación de FHA a células 
tratadas con MβCD difiere significativamente del nivel de asociación a células no tratadas (*P<0.05). 
B) Imágenes representativas de microscopia de fluorescencia. En ella se observa el nivel de asociación 
de FHA a células tratadas con o sin MβCD. 
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Para evaluar la contribución relativa de esta adhesina en la asociación de B. 
pertussis con los dominios rafts se realizaron ensayos de adhesión en presencia de 
MβCD utilizando una cepa defectiva en la expresión de FHA (BPGR4). En la Figura 8 
se observa que, si bien la adhesión de BPGR4 a las células tratadas con MβCD es menor 
que la adhesión a las células no tratadas, esta diferencia no es significativa, indicando 
que FHA es el principal factor de interacción de B. pertussis con los rafts lipídicos.  
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Figura 8. La interacción de B. pertussis con dominios rafts se produce fundamentalmente a través 
de FHA. Células A549 tratadas con DMEM + BSA (control) o con 13 mg/ml de MβCD fueron incubadas 
con GFP-B. pertussis defectiva en la expresión de FHA (BPGR4) (Rib/c 150) durante 2 hs a 37 ºC. La 
adhesión bacteriana fue evaluada mediante microscopía de fluorescencia. Los datos presentados 
representan la media ± DE de tres experimentos independientes. No se observan diferencias significativas 
entre el nivel de adhesión de BPGR4 a células tratadas con MβCD respecto al nivel de adhesión a células 
control (*P<0.05). 
 
2.3.5. B. pertussis es capaz de unir colesterol 
Los resultados anteriores sugieren que FHA es la principal adhesina involucrada 
en la adhesión de B. pertussis a dominios ricos en colesterol. Una característica 
distintiva de esta proteína es su alto grado de hidrofobicidad que facilita su capacidad de 
interacción con dominios hidrofóbicos de la membrana celular [42, 43]. Con el fin de 
determinar si B. pertussis, a través de FHA, puede interaccionar directamente con el 
colesterol o bien la interacción de FHA con los rafts lipídicos se produce a expensas de 
otras moléculas presentes en estos dominios se estudió la capacidad de unión a 
colesterol de B. pertussis cepa salvaje y de BPGR4. La Figura 9A muestra que mientras 
la incubación de la cepa salvaje con colesterol previo a la incubación con células A549 
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disminuyó la adhesión bacteriana respecto al control no incubado con colesterol, la 
incubación de BPGR4 con colesterol no afectó la capacidad de unión del mutante a las 
células epiteliales. Estos resultados sugieren que el colesterol, además de estabilizar los 
dominios rafts, actuaría como receptor de esta bacteria a través de FHA (Fig. 9A).  
 
 
Figura 9. B. pertussis interacciona 
con colesterol. A) La cepa Tohama 
(B. pertussis cepa salvaje) o la cepa 
BPGR4 (B. pertussis defectiva en 
FHA), ambas expresando GFP, fueron 
incubadas con DMEM-BSA o en 
DMEM-BSA suplementado con 
colesterol (1,8 mg/ml) durante 1 h a 
37 ºC. Luego de dos lavados para 
remover el colesterol no unido, las 
bacterias fueron incubadas con células 
A549 durante 2 hs a 37 ºC (Rib/c 150). 
La adhesión bacteriana fue evaluada 
mediante microscopía de 
fluorescencia. Los datos mostrados 
representan la media ± DE de cuatro 
experimentos independientes. La 
adhesión de B. pertussis cepa salvaje 
preincubada con colesterol difiere 
significativamente de la adhesión de 
la misma cepa en ausencia de 
colesterol (*P<0.05). B) La unión de 
B. pertussis Tohama a placas 
recubiertas con colesterol es diferente 
a la de BPGR4. En la Figura se 
muestran los valores de absorbancia 
de una y otra cepa. La absorbancia 
debido a la adhesión de la cepa 
Tohama se fijó como 100 % de 
adhesión. Los datos representan la 
media ± DE de tres experimentos 
independientes. La unión de Tohama 
difiere significativamente de la unión 
de BPGR4 (*P<0.05).  
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La unión de B. pertussis a colesterol a través de FHA fue posteriormente 
confirmada mediante ensayos de adhesión bacteriana a placas de microtitulación 
recubiertas con colesterol. Como se muestra en la Figura 9B, la ausencia de FHA en la 
superficie bacteriana determina una significativa disminución en la adhesión de B. 
pertussis al colesterol. En experimentos control se analizó la capacidad de unión a 
colesterol de E. coli DH5α. De acuerdo a lo esperado los resultados demuestran que esta 
bacteria no tiene afinidad por esta molécula (datos no mostrados).  
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2.3.6. Los dominios rafts también funcionan como sitios de anclaje de B. 
pertussis en fase avirulenta.  
 Una serie de estudios sugieren que la regulación diferencial de los factores de 
virulencia activados por el sistema de dos componentes BvgAS cumple un rol en la 
patogénesis de B. pertussis. Se ha postulado que durante la etapa de transmisión, la 
temperatura ambiente podría modular la bacteria de manera que la entrada al nuevo 
hospedador ocurriría en fase intermedia o avirulenta, esta última caracterizada por la 
ausencia de expresión de los genes regulados positivamente por el BvgAS, entre los 
cuales se encuentra fha, y la expresión de una serie de genes conjuntamente 
denominados vrg (virulence repressed genes), los cuales se encuentran reprimidos en la 
fase virulenta. Esto significa que en el fenotipo avirulento, postulado como 
predominante durante las etapas iniciales de infección, no sólo no está presente FHA 
sino que además es en general muy diferente al fenotipo virulento, posiblemente 
predominante en estadios posteriores del proceso infeccioso (fase virulenta). Debido a 
ello, se investigó si los rafts lipídicos podrían actuar como receptores celulares de B. 
pertussis en fase aviruenta. Para ello, se realizaron ensayos de adhesión a células A549 
con bacterias sometidas a modulación mediante cultivo en presencia de SO4Mg. Dado 
que el nivel de adhesión de B. pertussis en la fase avirulenta es significativamente 
menor que el de la fase virulenta, los ensayos fueron realizados utilizando una Rib/c de 
300 lo cual permitió trabajar con niveles de adhesión aceptables. Los resultados de la 
Figura 10 demuestran que la adhesión de B. pertussis avirulenta disminuye 
drásticamente en aquellas células tratadas con MβCD sugiriendo que B. pertussis en 
fase avirulenta expresa factores no presentes en fase virulenta con gran afinidad por los 
dominios rafts.  
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Figura 10. La interacción de B. pertussis avirulenta con la célula epitelial es altamente dependiente 
de dominios rafts. Células A549 tratadas con DMEM + BSA (control) o con 13 mg/ml de MβCD 
(MβCD) fueron incubadas con GFP-B. pertussis modulada a fase avirulenta (Rib/c 300) durante 2 hs a 37 
ºC. La adhesión bacteriana fue evaluada mediante microscopía de fluorescencia. Los datos presentados 
representan la media ± DE de tres experimentos independientes. La adhesión de B. pertussis avirulenta a 
células tratadas con MβCD difiere significativamente de la adhesión a células control (*P<0.05). 
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2.4. Discusión 
 
La adhesión al epitelio respiratorio es un evento central en la patogénesis de B. 
pertussis dado que la unión a la superficie epitelial promueve la liberación de toxinas y 
el establecimiento de la infección. La determinación de los factores que participan en 
esta interacción nos permite entender mejor la patogénesis de B. pertussis y los 
mecanismos a bloquear en la prevención de la colonización. En este Capítulo hemos 
analizado el rol de los rafts lipídicos en la interacción de B. pertussis con células 
epiteliales respiratorias de origen humano. Los resultados muestran por primera vez que 
el colesterol de membrana y los rafts lipídicos constituyen sitios de unión de B. 
pertussis a las células epiteliales. En esta interacción estaría involucrada FHA, una de 
las principales adhesinas de este patógeno. 
Varios métodos han sido utilizados para estudiar el rol de los rafts lipídicos en 
los procesos infecciosos, uno de los más utilizados es el empleo de agentes 
secuestradores de colesterol como MβCD, el cual, al remover el colesterol de membrana 
desorganiza estos dominios. En este estudio se observó que el tratamiento de las células 
A549 con MβCD determinó una significativa disminución en la adhesión de B. pertussis 
a las células epiteliales. La desorganización de los rafts lipídicos utilizando otro tipo de 
drogas como nistatina y filipina, que unen colesterol de la membrana sin extraerlo, 
también determinó una disminución en la adhesión de la bacteria indicando que B. 
pertussis requiere colesterol para adherirse eficientemente a la superficie celular. La 
restitución del colesterol de membrana permitió reestablecer el nivel de adhesión a 
niveles normales lo cual confirma que el colesterol de membrana tiene un rol específico 
en el proceso de adhesión.  
Debido a sus características fisicoquímicas, estos microdominios de membrana 
enriquecidos en colesterol y glicolípidos forman complejos insolubles (DRMs) luego de 
la solubilización de la membrana con Triton X-100 y se localizan en fracciones de baja 
densidad en gradientes de centrifugación [44], propiedad que permite separarlos del 
resto de los componentes de membrana. Mediante el aislamiento de dominios rafts de 
células infectadas con B. pertussis se encontró que este patógeno interacciona con estos 
dominios sugiriendo que uno o varios receptores celulares para B. pertussis se localizan 
en los rafts lipídicos de las células epiteliales. Estudios de colocalización mediante 
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microscopía confocal confirman estos resultados al revelar que B. pertussis colocaliza 
con flotilina, un marcador de dominios raft. Estudios de colocalización con células 
previamente tratadas con MβCD demuestran que aquellas bacterias que aun se 
encuentran adheridas a la membrana epitelial luego de la extracción del colesterol 
presentan un alto grado de colocalización con flotilina sugiriendo que la interacción con 
la célula epitelial post-tratamiento con MβCD se produce principalmente a expensas de 
dominios rafts remanentes. Estos resultados refuerzan nuestra hipótesis de que los rafts 
lipídicos funcionan como sitios de anclaje de B. pertussis a la célula epitelial.  
Los resultados obtenidos en estos estudios demuestran que el colesterol de 
membrana, además de estabilizar los dominios rafts, podría funcionar como receptor de 
B. pertussis. Dado que el colesterol es uno de los componentes principales de las 
secreciones traqueales y su concentración aumenta bajo condiciones de hipersecreción 
[45, 46] como las encontradas durante la infección con B. pertussis [47], es probable 
que ésta capacidad de unión de B. pertussis directamente a colesterol contribuya 
significativamente a la colonización del tracto respiratorio durante la infección. 
En experimentos en los cuales se evaluó la interacción de FHA, principal 
adhesina de B. pertussis [28], con células epiteliales se encontró que esta proteína se 
encuentra principalmente asociada a DRMs sugiriendo que los rafts lipídicos funcionan 
como plataformas de adhesión que reclutan receptores con los cuales FHA interacciona, 
contribuyendo a una efectiva adhesión. Una característica distintiva de esta adhesina es 
que una proporción importante de la misma es secretada al medio extracelular [48, 49]. 
Por otro lado, B. pertussis expresa una proteasa capaz de clivar FHA, lo cuál le permite 
a la bacteria liberarse del sitio de anclaje inicial. Se ha postulado que la existencia de 
esta actividad proteasa conjuntamente con la secreción de FHA al medio extracelular 
favorecen la dispersión de B. pertussis del foco inicial de infección a otros sitios 
permitiendo la unión de FHA libre a la membrana de células no infectadas y la posterior 
asociación de B. pertussis a través de interacciones FHA-FHA [50, 51]. Los resultados 
aquí expuestos sugieren que los rafts lipídicos, además de actuar como receptores 
celulares de B. pertussis, son importantes sitios de anclaje de FHA libre lo cual podría 
contribuir a la eficiencia de la colonización del tracto respiratorio. Mediante la 
utilización de mutantes defectivos en la expresión de FHA (BPGR4) se evaluó la 
contribución de FHA asociada a la superficie bacteriana en la interacción de B. pertussis 
con dominios rafts. El pretratamiento de las células con MβCD no afecta la capacidad 
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de unión de este mutante a la célula epitelial indicando que la asociación de B. pertussis 
a los rafts lipídicos está mediada fundamentalmente por FHA, aunque no podemos 
excluir que otros factores contribuyan en esta interacción. Una característica de esta 
proteína es su alto grado de hidrofobicidad, propiedad que favorece la adhesión de la 
bacteria a la superficie de la célula eucariota [42]. Este componente hidrofóbico es 
probablemente el responsable de la alta afinidad que B. pertussis presenta por el 
colesterol, según pudo comprobarse en ensayos en los cuales mediante la utilización de 
mutantes defectivos en la expresión de FHA, se demostró que la unión de la bacteria a 
colesterol se encuentra principalmente mediada por esta adhesina. Al menos cuatro 
dominios de adhesión han sido identificados en FHA [48], entre los cuales se 
encuentran un dominio de unión a heparina, que media la adhesión a células no ciliadas, 
y un sitio de unión a carbohidratos que media la unión a lactosilceramidas. Los 
resultados aquí mostrados sugieren que la interacción de FHA con la célula epitelial se 
produce principalmente a través de los rafts lipídicos los cuales al concentrar moléculas 
con las que FHA es capaz de interaccionar, como colesterol, lactosilceramidas y 
glicolípidos (por ej, asialo-GM1) asegurarían una alta concentración local de receptores 
favoreciendo la interacción de B. pertussis con la superficie celular. Otros estudios serán 
necesarios para dilucidar que otras moléculas reclutadas en los rafts lipídicos están 
involucradas en esta interacción. 
 B. pertussis posee un sistema de dos componentes, el BvgAS, que regula la 
expresión de genes involucrados en la virulencia según las condiciones del entorno. A 
través de este sistema este patógeno es capaz de modular su virulencia desde una fase 
avirulenta, caracterizada por la ausencia de expresión de los genes regulados 
positivamente por el BvgAS y la expresión de otros reprimidos por este sistema, a una 
fase virulenta caracterizada por la expresión de los principales factores de virulencia que 
produce esta bacteria entre los que se encuentran las adhesinas FHA, Fim y Prn, y las 
toxinas ACT y PT. Existe evidencia que sugiere que factores ambientales durante la 
transmisión persona a persona podrían modular B. pertussis de manera tal que al 
ingresar al nuevo hospedador la bacteria presenta un fenotipo avirulento o intermedio 
[52]. De ser así, durante los primeros estadios de colonización este patógeno 
interacciona con el hospedador con un fenotipo sustancialmente diferente al presente en 
estadios posteriores del proceso infeccioso. Debido a ello, el tipo de receptores 
potencialmente involucrados en la interacción de B. pertussis en fase avirulenta podría 
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resultar relevante. Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que si bien la 
asociación de B. pertussis avirulenta con la célula epitelial es significativamente menor 
que en la fase virulenta, ésta se produce fundamentalmente a través de dominios rafts, lo 
cual se ve reflejado en la significativamente disminuida capacidad de unión de B. 
pertussis avirulenta a células tratadas con MβCD. Estos resultados indican que aun si la 
bacteria se encuentra en fase avirulenta durante la transmisión, y por lo tanto no expresa 
FHA, los dominios rafts se comportarían como sitios de anclaje desde donde comenzar 
la infección.  
La asociación con dominios rafts podría favorecer, a través del inicio de 
cascadas de señalización, la internalización de la bacteria y su sobrevida intracelular. Si 
bien la entrada vía rafts per se no determina que un patógeno sobreviva a la interacción 
con célula huésped, se ha postulado que la incorporación de componentes rafts lipídicos 
en la membrana del fagosoma contribuye a la evasión la vía degradativa. Por ejemplo, 
se ha demostrado que macropinosomas conteniendo Brucella abortus o Brucella suis se 
encuentran enriquecidos en GM1, proteínas ancladas a GPI y colesterol, todos 
provenientes del ingreso de la bacteria a través de los rafts lipídicos [12, 13]. La 
presencia de estas moléculas excluye la adquisición de marcadores característicos de la 
vía endosomal/lisosomal como Rab5, EEA1 y LAMP-1 evitando que la bacteria sea 
destruida en compartimientos lisosomales [53].  
La asociación de un patógeno a dominios rafts también tiene otras 
consecuencias. Los rafts lipídicos no solo median la interacción de microorganismos 
con la célula huésped, sino que también funcionan como receptores celulares de una 
gran variedad de toxinas. En un trabajo recientemente publicado se demostró que la 
proteína BteA, secretada por el sistema de secreción tipo III (SSTT) de B. 
bronchiseptica e involucrada en procesos de intoxicación celular, interacciona con la 
membrana de la célula epitelial a través de dominios rafts. La unión de B. 
bronchiseptica a los rafts lipídicos favorecería este proceso permitiendo la acción local 
de BteA. Aunque no ha podido ser demostrado que B. pertussis Tohama posea un SSTT 
activo, en aislados clínicos de B. pertussis se ha encontrado un SSTT funcional, que 
estaría involucrado en mecanismos de subversión de la respuesta inmune innata y 
adaptativa [54]. Si bien mediante técnicas de espectroscopía de masa y análisis por 
MALDI-TOF no se pudo identificar a BteA entre las proteínas secretadas por este 
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sistema en B. pertussis, resultaría particularmente interesante investigar si la activación 
del SSTT de B. pertussis requiere el contacto previo con dominios ricos en colesterol.  
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2.5. Conclusiones 
 
Los resultados descritos en este Capítulo demuestran que los rafts lipídicos están 
involucrados en la interacción de B. pertussis con la membrana plasmática de las células 
epiteliales. Esta interacción está mediada principalmente por FHA aunque no se puede 
excluir la posibilidad de que otras adhesinas también estén involucradas.  
Los rafts lipídicos podrían funcionar como receptores celulares de FHA 
secretada facilitando la colonización de sitios distantes del foco primario de infección. 
El colesterol cumple un rol crucial en el proceso de adhesión vía FHA lo cual 
podría ser importante no solo en la interacción de la bacteria con la célula epitelial sino 
también en el proceso de colonización del tracto respiratorio debido a las grandes 
cantidades de colesterol presentes en las secreciones traqueales. 
Los rafts lipídicos también están involucrados en el anclaje de B. pertussis 
avirulenta a células epiteliales respiratorias lo cual podría ser relevante en algunos 
estadios del ciclo infeccioso. 
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CAPÍTULO 3  
 
3. B. pertussis ingresa a las células epiteliales a través de 
mecanismos dependientes de colesterol 
 
3.1. Introducción 
 
 En los últimos años el número de casos reportados de tos convulsa ha aumentado 
considerablemente aun en países con elevada incidencia de vacunación. La 
reemergencia de esta enfermedad ha sido atribuida en parte a la corta duración de la 
inmunidad conferida por vacunación, a la deficiencia de las vacunas en uso de proteger 
contra la colonización y a la inmunoselección de variantes de B. pertussis con 
diferencias inmunogénicas respecto de la cepa vacunal [1]. Esta deficiencia en la 
protección determina que adultos e infantes vacunados, que en la mayoría de los casos 
cursan la infección de forma asintomática o con sintomatología leve, se conviertan en 
importantes reservorios y fuentes de contagio de esta enfermedad. La localización de 
esta bacteria durante eventuales periodos crónicos y asintomáticos se desconoce. En una 
una serie de estudios realizados in vitro se ha encontrado a B. pertussis en localización 
intracelular [2-4], lo que ha llevado a especular que este patógeno, históricamente 
considerado extracelular, podría tener una fase intracelular durante el período infeccioso 
constituyendo tal vez un mecanismo de persistencia. No obstante, la capacidad de B. 
pertussis de invadir células epiteliales es aun motivo de controversia debido, en parte, a 
que no se ha descrito ninguna invasina en esta bacteria y se desconocen los mecanismos 
que posibilitarían su entrada y eventual sobrevida en la célula huésped.  
La invasión de las células epiteliales puede ocurrir mediante diferentes 
mecanismos, que han sido caracterizados en una gran variedad de patógenos. Por 
ejemplo, la entrada de bacterias como Yersinia, Neisseria, Listeria, Helicobacter pylori 
y Streptococcus ocurre a través de un mecanismo pasivo tipo “zipper” o en cremallera, 
el cual se caracteriza por la invaginación de la membrana de la célula huésped en el sitio 
de adhesión de la bacteria de manera tal que la membrana celular se cierra como una 
cremallera alrededor de la superficie de la bacteria [5-8]. Escherichia coli 
enteropatógena (EPEC) parece ser internalizada mediante un mecanismo similar 
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precedido por la formación de un pedestal de adhesión [9-11]. En contraste, la 
internalización de Salmonella y Shigella ocurre activamente por macropinocitosis e 
involucra la formación de “membrane ruffles” [12, 13]. Varios estudios han demostrado 
que la adhesión bacteriana a la superficie celular puede promover la activación de 
casacadas de señalización intracelular que muchas veces conllevan a la inducción de 
rearreglos a nivel del citoesqueleto. Tal es el caso de Yersinia cuya internalización 
requiere la activación de tirosin-quinasas [14]. La invasión de Salmonella es 
dependiente de la activación de la fosfolipasa C [15], y Shigella una vez internalizada es 
capaz de inducir el ensamble de filamentos de actina para facilitar su dispersión entre 
las células [16]. Listeria ingresa a células HeLa a través de la activación de la fosfatidil 
inositol 3 kinasa (PI3K), una quinasa que juega un rol importante en procesos de 
fagocitosis, promoviendo la activación de la GTPasa Rac, y rearreglos del citoesqueleto 
[17]. La controversia que se ha generado en torno a la capacidad de B. pertussis de 
invadir células epiteliales, se debe fundamentalmente a no se han caracterizado aun los 
potenciales mecanismos involucrados en la entrada de B. pertussis. En el Capítulo 
anterior se ha demostrado que B. pertussis se adhiere a dominios rafts lipídicos, los 
cuales participan activamente en la invasión de una gran variedad de patógenos [18]. La 
adhesión a dominios rafts permite el reclutamiento de moléculas involucradas en 
mecanismos de señalización intracelular facilitando el ingreso del microorganismo y 
determinando, en muchos casos, la evasión de la vía degradativa y la sobrevida 
intracelular. Es por ello que en los ensayos descritos en este Capítulo se intentó evaluar 
si en realidad existe invasión a células epiteliales a través del estudio de eventuales rutas 
de señalización activadas a partir de la interacción de B. pertussis con la célula 
eucariota, la importancia de los dominios rafts en este proceso y la capacidad de 
sobrevida de Bordetella pertussis en este tipo celular.  
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3.2. Materiales y métodos 
 
3.2.1. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento 
 Para la realización de este estudio se utilizó la cepa salvaje B. pertussis Tohama 
I. La bacteria fue cultivada en placas de Agar Bordet Gengou (DIFCO Laboratories, 
USA) suplementada con 15 % v/v de sangre desfibrinada de carnero (ABGs) durante 72 
hs a 37 ºC, al cabo del cual se repicó en una nueva placa ABGs y se cultivó a 37 ºC 
durante 24 hs.  
 
3.2.2. Células y condiciones de cultivo 
 Como modelo de infección se utilizó la línea celular humana (neumocitos tipo 
II) A549 (American Type Culture Collection, Rockville, MD) [19] y la línea celular 
humana Calu-6 (células del epitelio bronquial) (gentilmente cedidas por el Dr. Baldi, 
Instituto de Estudios de la Inmunidad Humoral, Facultad de Farmacia y Bioquímica, 
Universidad de Buenos Aires). Las células fueron cultivadas en botellas (Falcon 3002; 
Becton Dickinson, San Jose, CA) en medio simple modificado de Dulbecco (DMEM) 
(Gibco BRL, Gran Island, NY) suplementado con 10 % v/v de suero fetal bovino (SFB) 
(Cansera, Rexdale, ON, Canada) inactivado por calor, 100 unidades/ml de penicilina, y 
100 mg/ml de streptomicina (Pen/Strep) (BioWhittaker, Walkersville, MD) en estufas a 
37 °C, con 5 % de CO2 y 100 % de humedad. Cuando el cultivo alcanzó un 80 % de 
confluencia, las células fueron removidas con tripsina (0.25 % v/v)-EDTA (0.1 % p/v) 
(KuraboCo., Ltd,. Osaka, Japón) y cultivadas en placas de 24 pocillos. El estado del 
cultivo se testeó por observación microscópica y recuento de células viables por 
exclusión mediante tinción con Trypan blue en pocillos elegidos al azar. 
 
3.2.3. Extracción del colesterol de membrana 
 El colesterol de membrana fue extraído mediante la incubación de las células 
A549 con 10 mM de metil-β-ciclodextrina (MβCD) (Sigma) durante 15 min a 37 ºC en 
medio DMEM suplementado con BSA (0,2 % p/v) y lovastatina (5 µg/ml) (Sigma) 
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(DMEM-BSA-L). La viabilidad celular no se vio afectada por ninguno de los 
tratamientos según pudo determinarse mediante tinción vital con Trypan blue.  
 
3.2.4. Ensayos de sobrevida 
 Células A549 o Calu-6 fueron lavadas con medio DMEM suplementado con 
BSA al 0.2 % p/v (DMEM-BSA) previo a la infección con B. pertussis suspendida en 
DMEM-BSA (Rib/c 100). El inóculo bacteriano fue cuantificado mediante recuento en 
placas ABGs. Para facilitar la interacción entre las bacterias y las células epiteliales, las 
células fueron centrifugadas durante 5 min a 640 x g. Posteriormente fueron incubadas 
durante 2 hs a 37 °C con 5 % CO2, y lavadas para eliminar las bacterias no adheridas. A 
menos que se especifique lo contrario, luego de estos lavados las células fueron 
incubadas durante 24 hs para permitir que la internalización ocurra y posteriormente 
incubadas durante 1 h a 37 ºC con sulfato de polimixina B (100 µg/ml) (Sigma), un 
antibiótico que no puede penetrar en las células eucariotas [20] en las condiciones de 
cultivo utilizadas, con el fin de eliminar las bacterias extracelulares remanentes. 
Finalmente el número de bacterias viables intracelulares se determinó según se detalla a 
continuación: las células infectadas fueron removidas con tripsina (0.25 % v/v)-EDTA 
(0.1 % p/v) y se dividieron en dos alícuotas, una de ellas se utilizó para determinar el 
número de células epiteliales viables mediante tinción con Trypan blue; la otra alícuota 
fue centrifugada a 800 x g y las células fueron lisadas por tratamiento con saponina al 
0,1 % p/v en agua destilada durante 30 min a 4 ºC. El número de bacterias intracelulares 
viables se determinó por recuento en placas de ABG de diluciones seriadas. 
 En ensayos de sobrevida a largo plazo, las células epiteliales fueron incubadas 
durante 2 hs a 37 ºC con B. pertussis (Rib/c 100), lavadas e incubadas durante 24 hs a 37 
ºC para que la internalización ocurra. Posteriormente se agregó sulfato de polimixina B 
(100 µg/ml). Luego de 1 h de incubación con antibiótico, la concentración de 
polimixina B fue reducida a 5 µg/ml y el recuento de bacterias viables intracelulares fue 
determinado a las 0 y 24 hs post-tratamiento con el antibiótico según ha sido detallado 
anteriormente. 
 En experimentos control se evaluó la actividad bactericida del antibiótico. 
Brevemente, muestras de 5 x 107 bacterias fueron incubadas con 1 ml de polimixina B 
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(100 µg/ml), durante 1h a 37 ºC, lavadas y plaqueadas en placas ABGs. El tratamiento 
determinó una disminución del 99,999 % de UFC.  
 
3.2.5. Ensayos de inhibición  
 Para el estudio de las vías de señalización, células A549 fueron tratadas con 1,5 
µM de wortmanina (Calbiochem), 100 µM de genisteína (Calbiochem), 10 µM del 
aminoesteroide U73122 (Sigma), 450 nM de calfostina C (Sigma), 400 nM de 
staurosporina (Sigma), 0,5 μM de citocalasina D (Sigma) ó 5 μg/ml de nocodazol 
(Sigma) (gentilmente cedidas por el Dr. Pablo Perez, Centro de Investigación y 
Desarrollo en Criotecnología de Alimentos, CONICET-UNLP, La Plata) durante 15 
min a 37 ºC en 5 % CO2. Posteriormente se realizó la infección con B. pertussis 
utilizando una Rib/c de 100. Luego de 2 hs de incubación a 37 ºC las células fueron 
lavadas e incubadas a 37 ºC durante 24 hs. El número de bacterias intracelulares se 
determinó luego del tratamiento con polimixina B 100 µg/ml durante 1 h según ha sido 
detallado anteriormente. La concentración de inhibidores se mantuvo a lo largo de las 
24 hs de incubación. La integridad celular no se vio afectada por los tratamientos según 
pudo comprobarse mediante tinción con Trypan Blue.  
 
3.2.6. Cuantificación de bacterias internalizadas mediante microscopía de 
fluorescencia  
B. pertussis suspendida en DMEM-BSA se utilizó para infectar células A549 y 
Calu-6 en una Rib/c de 100, según fue detallado anteriormente. Luego de 2 hs de 
incubación a 37 °C con 5 % CO2, las bacterias no adheridas fueron removidas mediante 
la realización de tres lavados e incubadas a 37 °C durante 24 hs previo a la fijación con 
paraformaldehído al 3 % p/v. El número de bacterias adheridas e internalizadas fue 
estimado mediante microcopia de fluorescencia. Para ello, las células infectadas se 
incubaron con anticuerpos policlonales de conejo anti-B. pertussis (30 min a 4 ºC), 
seguido de la incubación con fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG de 
conejo conjugados con CY3 (Jackson InmunoResearch, West Grove, USA) (30 min a 4 
ºC). Para evitar el pegado inespecífico todas las incubaciones fueron realizadas en 
presencia de 25 % v/v de suero normal humano inactivado por calor. Posteriormente las 
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células fueron incubadas con saponina al 0,1 % p/v para permeabilizar la membrana 
celular y las bacterias intra y extracelulares fueron teñidas con anticuerpos policlonales 
de conejo anti-B. pertussis (30 min a 4 ºC) seguidos por la incubación con fragmentos 
F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con fluoresceína (FITC) 
(Jackson InmunoResearch, West Grove, USA) (30 min a 4 ºC). Las muestras fueron 
analizadas mediante microscopía de fluorescencia utilizando un microscopio DMLB 
acoplado a una cámara DC 100 (Leica Microscopy Systems Ltd., Heerbrugg, 
Switzerland). El número de bacterias extracelulares (rojas y verdes) e intracelulares 
(verdes) fue evaluado mediante recuento de al menos 20 campos conteniendo entre 3 y 
5 células.  
 
3.2.7. Microscopía electrónica de barrido  
 Células A549 incubadas con B. pertussis (Rib/c 100) durante 2 hs a 37 ºC fueron 
lavadas para eliminar bacterias no adheridas, incubadas durante 24 hs a 37 ºC y 
posteriormente fijadas con glutaraldehído al 2 % v/v en PBS durante 2 hs a 4 ºC. Las 
muestras fueron deshidratadas con concentraciones crecientes de etanol absoluto en 
agua bidestilada. La deshidratación final se realizó por punto crítico en CO2 líquido 
(Baltec CP 30, Japón). Por último las muestras se recubrieron con una capa de oro 
durante 4 a 5 min en vacío en un equipo Jeol Fine Coat Sputter JFC-1100 y se 
observaron en un microscopio electrónico de barrido modelo JSM-6360 LV. 
 
3.2.8. Microscopía confocal  
 Células A549 o Calu-6 incubadas con B. pertussis (Rib/c 100) durante 2 hs a 37 
ºC fueron lavadas para eliminar bacterias no adheridas e incubadas durante 24 hs a 37 
ºC para permitir la internalización de la bacteria. Las células fueron luego tratadas con 
polimixina B (100 μg/ml) durante 1 h y posteriormente incubadas durante 24 hs en 
presencia de 5 μg/ml de Polimixina B. Finalmente las muestras fueron fijadas con PFA 
3 % p/v y procesadas para su observación en microscopio de fluorescencia según se 
detalla a continuación. Las células fueron lavadas con PBS e incubadas durante 10 min 
con NH4Cl 50 mM en PBS. Luego de dos lavados, las células se permeabilizaron 
mediante la incubación con saponina 0.1 % p/v y BSA 0.5 % p/v en PBS durante 30 
min a temperatura ambiente y se incubaron con anticuerpos monoclonales de ratón anti-
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LAMP-1 humana (Pharmingen, San Diego, CA, USA) y anticuerpos policlonales de 
conejo anti-B. pertussis en presencia de saponina 0.1 % p/v-BSA 0.5 % p/v durante 1 h 
a 4 ºC. Como segundo anticuerpo se utilizaron fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de 
cabra anti-IgG de ratón conjugados con CY3 (Jackson ImmunoResearch, West Grove) y 
fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con FITC 
(Jackson ImmunoResearch, West Grove). La incubación se llevó a cabo durante 30 min 
a 4 ºC en presencia de 25 % v/v de suero normal humano inactivado por calor para 
evitar el pegado inespecífico de los anticuerpos. Las muestras fueron analizadas 
mediante microscopía de fluorescencia confocal utilizando un microscopio marca 
Olympus FV 300. El porcentaje de bacterias colocalizando con LAMP fue calculado 
mediante el análisis de al menos 20 campos conteniendo entre 3 y 5 células. 
 Para la visualización de filamentos de actina, células A549 infectadas con B. 
pertussis durante 2 hs fueron lavadas e incubadas durante 24 hs para permitir que la 
internalización ocurra. Posteriormente las muestras fueron fijadas y permeabilizadas con 
saponina. B. pertussis fue visualizada mediante tinción con anticuerpo policlonal de 
conejo anti-B. pertussis seguido por fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti IgG 
de conejo conjugados con CY3. Los filamentos de actina fueron detectados mediante la 
incubación con faloidina conjugada con FITC (Sigma) (gentilmente cedida por el Dr. 
Pablo Perez, Centro de Investigación y Desarrollo en Criotecnología de Alimentos, 
CONICET-UNLP, La Plata). 
 
3.2.9. Análisis estadístico 
 Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado. Los resultados se 
analizaron estadísticamente mediante el análisis de varianza (ANOVA). Para la 
comparación de los valores obtenidos (medias) se utilizó el test de Menor Diferencia 
Significativa (LSD) con un grado de significación (P) de 0.05. 
 
 99

Bordetella pertussis  Capítulo 3 
¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯ 
 
3. 3. Resultados 
 
3.3.1. Optimización de los niveles de invasión 
 Datos previos de nuestro grupo sugieren que B. pertussis es capaz de invadir 
células epiteliales A549 dentro de las cinco horas post-contacto con la célula epitelial. 
Sin embargo los niveles de invasión alcanzados en este período de tiempo son 
relativamente bajos lo que dificulta la realización de estudios de tráfico intracelular y de 
sobrevida a largo plazo. Debido a ello, en una primera etapa, se realizaron estudios para 
optimizar los tiempos de interacción patógeno-célula epitelial. Células A549 fueron 
incubadas con B. pertussis utilizando diferentes Rib/c iniciales y se variaron los tiempos 
de infección. Para disminuir los niveles de toxicidad provocados por la secreción de 
toxinas bacterianas, en todas las condiciones ensayadas luego de un período de adhesión 
de 2 hs las células fueron lavadas para eliminar las bacterias no adheridas. Las células 
así lavadas fueron incubadas a 37 °C durante diferentes períodos de tiempo para 
permitir la internalización. El número de bacterias viables intracelulares a diferentes 
tiempos se evaluó mediante recuento de UFC post-tratamiento con polimixina B para 
inactivar las bacterias remanentes en la superficie celular. En la Figura 1 se observa que 
mientras una Rib/c mayor que 100 no determina un aumento significativo en el nivel de 
internalización, el aumento en los tiempos de incubación conllevó a un incremento 
importante en el número  de bacterias  internalizadas.  Si  bien a las 48 hs post-infección  
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Figura 1. Invasión de B. pertussis a células A549. A) B. pertussis cepa salvaje fue incubada con células 
A549 utilizando diferentes Rib/c en medio DMEM-BSA. Luego de 2 hs de adhesión, las células fueron 
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lavadas para eliminar bacterias no adheridas, e incubadas durante cinco horas para permitir que la 
internalización ocurra. Posteriormente las células fueron tratadas con polimixina B para inactivar 
bacterias adheridas a la superficie celular y el número de bacterias viables por célula se determinó 
mediante recuento de UFC. B) Células A549 incubadas con B. pertussis (Rib/c 100) en DMEM-BSA 
durante 2 hs a 37 °C fueron lavadas e incubadas durante 5, 24 o 48 horas en medio DMEM + SFB 10 %. 
Posteriormente fueron tratadas con polimixina B y el número de bacterias intracelulares viables se 
determinó por recuento de UFC.  
 
 
el nivel de internalización alcanza un máximo, comienzan a observarse signos de 
apoptosis celular lo que determinó que los estudios de invasión descritos en este 
Capítulo se realizaran utilizando un período de incubación bacteria-célula de 24 horas y 
una Rib/c de 100.  
 
3.3.2. Caracterización de la entrada de B. pertussis a la célula epitelial. 
3.3.2.1. Análisis a nivel ultraestructural de la interacción de B. pertussis con células 
A549 
 Para comenzar el estudio de la internalización de B. pertussis por la célula 
epitelial se realizaron estudios de microscopía electrónica de barrido de células 
infectadas con B. pertussis. La mayoría de las bacterias se unen longitudinalmente a la 
superficie  epitelial,  observándose la  presencia  de extensiones  tipo  microvellocidades  
 
 
 
Figura 2. Microscopía electrónica de células infectadas con B. pertussis. Células A549 fueron 
infectadas con B. pertussis (Rib/c 100) durante 2 hs, lavadas e incubadas durante 24 hs en medio DMEM 
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+ SFB 10 % v/v. Posteriormente las muestras fueron fijadas con glutaraldehído al 2 % v/v y procesadas 
para su observación en microscopio electrónico de barrido.  
 
 
que se proyectan desde la superficie de la célula y que se encuentran en estrecho 
contacto con la bacteria adherida (Fig. 2a y b), en algunos casos estas extensiones 
presentan signos de fusión (Fig. 2c y d) sugiriendo que la entrada podría ocurrir por un 
mecanismo tipo zipper. Con menor frecuencia se observan bacterias ingresando de 
forma polar a la célula epitelial e interaccionando con proyecciones de la membrana 
plasmática (Fig. 2e y 2f). 
 
3.3.2.2. Rol del citoesqueleto en la entrada de B. pertussis a la célula epitelial 
El citoesqueleto está compuesto fundamentalmente por filamentos de actina y 
microtúbulos. El ingreso de las bacterias a las células eucariotas generalmente involucra 
arreglos a nivel del citoesqueleto. El rol de los filamentos de actina en la interacción de 
B. pertussis con las células A549 se evaluó mediante microscopía confocal. Como se 
puede ver en la Figura 3 (panel superior) la mayoría de las bacterias adheridas a la 
superficie apical de la membrana celular presentan un alto grado de colocalización con 
faloidina, una marca que se une específicamente a  filamentos  de actina, sugiriendo que  
 
Figura 3. Reclutamiento de filamentos de actina en los sitios de unión de B. pertussis a la superficie 
epitelial. Células A549 fueron infectadas con B. pertussis (Rib/c 100) durante 24 hs, permeabilizadas con 
saponina 0.1 % p/v y marcadas con faloidina-FITC. B. pertussis fue detectada por incubación con 
 103
Bordetella pertussis  Capítulo 3 
¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯ 
 
anticuerpo policlonal de conejo anti-B. pertussis seguido por fragmentos F(ab)2 de anticuerpos anti-IgG 
de conejo conjugados con CY3. Las imágenes fueron obtenidas en varios planos focales mediante 
escaneos desde el plano apical al plano basal de la célula. En el panel superior se observan bacterias 
(rojas) adheridas a la superficie apical de la célula epitelial colocalizando con filamentos de actina 
(verde). En el panel inferior se muestran imágenes correspondientes a un plano más basal en el que se 
observan B. pertussis en localización intracelular y bacterias adheridas a la periferia de la célula. No se 
observan signos de colocalización entre B. pertussis intracelular y los filamentos de actina. Se muestran 
imágenes representativas de tres experimentos independientes.  
 
 
se produce una movilización de actina alrededor de la bacteria adherida. Sin embargo, 
las bacterias que se encuentran en localización intracelular (Fig. 3, panel inferior) no 
presentan signos de colocalización con este marcador. 
 Para evaluar si el paso de internalización de B. pertussis es un evento 
dependiente de la polimerización de filamentos de actina se realizaron estudios de 
invasión en presencia de citocalasina D. La disrupción de los filamentos de actina no 
afectó el nivel de internalización de B. pertussis (Fig. 4) sugiriendo que la entrada de 
este patógeno a las células A549 no es un proceso dependiente de la movilización de F 
actina alrededor de las células adheridas. Para evaluar el rol de otros componentes del 
citoesqueleto en la internalización de B. pertussis se realizaron ensayos de invasión 
utilizando nocodazol, un desorganizador de microtúbulos. El tratamiento con esta droga 
determinó una disminución en la internalización del 54 ± 4 % (Fig. 4) respecto al 
control sugiriendo que el ingreso de B. pertussis a la célula epitelial es un proceso 
dependiente de los microtúbulos.  
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Figura 4. Efecto de la desorganización del citoesqueleto en la internalización de B. pertussis. Células 
A549 tratadas con DMEM-BSA (control), citocalasina D (0,5 μM) o nocodazol (5μg/ml) durante 15 min 
a 37 °C fueron infectadas con B. pertussis (Rib/c 100). Luego de 2 hs de adhesión, las células fueron 
lavadas para eliminar bacterias no adheridas e incubadas durante 24 horas para permitir que la 
internalización ocurra. Posteriormente las células fueron tratadas con polimixina B para inactivar 
bacterias extracelulares, y el número de bacterias viables por célula se determinó mediante recuento de 
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UFC. El porcentaje de invasión en células tratadas con nocodazol difiere significativamente del 
porcentaje de invasión en células control (*P<0,05). 
 
3.3.2.3. Los rafts lipídicos participan en la entrada de B. pertussis a la célula epitelial.  
 Para evaluar si los dominios rafts lipídicos están involucrados en la 
internalización de B. pertussis por las células epiteliales, se determinó el número de 
bacterias intracelulares viables en células tratadas con o sin metil-β-ciclodextrina. La 
internalización se expresó en función del número de bacterias adheridas lo cual permitió 
evaluar este parámetro de forma independiente de la adhesión inicial que, según se 
determinó en el Capítulo anterior, se ve afectada por el tratamiento con MβCD. Los 
resultados indican que el número de bacterias intracelulares viables se encuentra 
significativamente disminuido cuando las células son tratadas con MβCD (Fig. 5) 
sugiriendo que los rafts lipídicos están implicados en la internalización de B. pertussis.  
 
Figura 5. La extracción del colesterol reduce 
el número de bacterias viables 
intracelulares. Células A549 incubadas con 
medio DMEM-BSA (control) o con medio 
conteniendo 13 mg/ml de MβCD (MβCD) 
durante 15 min a 37 ºC fueron infectadas con 
B. pertussis (Rib/c 100) durante 2 hs y  lavadas. 
Algunos covers fueron fijados con 
paraformaldehído y observados en microscopio 
de fluorescencia (nivel de adhesión inicial) 
mientras que otros fueron incubados durante 24 
horas en medio DMEM-BSA (control) o en 
medio DMEM-BSA-L (MβCD). Transcurridas 
las 24 hs se agregó Polimixina B y el número 
de bacterias viables por célula se determinó 
mediante recuento de UFC. El nivel de 
internalización fue calculado como porcentaje 
del correspondiente valor de adhesión. La 
internalización de B. pertussis por células 
tratadas con MβCD difiere significativamente 
de la internalización por células control 
(*P<0.05).  
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3.3.2.4. B. pertussis ingresa a la célula epitelial en un proceso dependiente de tirosin-
quinasas. 
Para evaluar los componentes de señalización celular involucrados en la 
internalización de B. pertussis se realizaron estudios de invasión utilizando una serie de 
inhibidores que afectan los procesos endocíticos. El tratamiento con genisteína, un 
inhibidor de tirosin-quinasas de amplio espectro que afecta selectivamente la 
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endocitosis mediada por dominios rafts [21], disminuyó significativamente la invasión 
de B. pertussis, confirmando que la internalización de este patógeno ocurre a través de 
dominios rafts e involucra la activación de tirosin-quinasas. Los otros inhibidores 
utilizados fueron wortmanina, un inhibidor de fosfatidil inositol 3 kinasa (PI3K); 
staurosporina, un potente inhibidor de Ser/Thr quinasas; calfostina C, un inhibidor de la 
proteína kinasa C (PKC), y U73122, un inhibidor de la fosfolipasa C (PLC). Estas 
enzimas están involucradas en un amplio espectro de funciones celulares, y participan 
en la internalización de una gran variedad de patógenos. Los resultados de la Tabla 1 
indican que el ingreso de B. pertussis a las células A549 no se encuentra afectado por el 
bloqueo de ninguna de estas enzimas sugiriendo que las mismas no están involucradas 
en la internalización de B. pertussis por este tipo celular. 
 
Inhibidor a Bacterias intracelulares viables/célula % de invasión b
Ninguno 1,89 ± 0,4 2,7
Staurosporina 1,55 ± 0,5 2,4
Calfostina C 1,77 ± 0,5 2,6
U73122 2,5 ± 0,3 3,1
Wortmanina 1,6 ± 0,2 2,7
Genisteina 0,97 ± 0,3 1,5
Tabla 1. Efecto de inhibidores de señalización en la internalización de B. pertussis  por células A549.
 
 
a Agente con que se trataron las células A549 antes de su infección con B. pertussis. DMEM-BSA 
(ninguno) o DMEM-BSA con: staurosporina (400 nM), calfostina C (450 nM), U73122 (10 µM), 
wortmanina (1,5 µM), ó genisteína (100 µM). 
b Valor calculado como porcentaje del valor de adhesión observado en cada tratamiento.  
 
3.3.3. B. pertussis es capaz de sobrevivir en células epiteliales A549. 
 La invasión de células del hospedador es una estrategia de inmunoevasión 
común a muchos patógenos persistentes. En este estudio se evaluó la posibilidad de que 
las células epiteliales constituyan un nicho de persistencia para B. pertussis. Para ello se 
estudió la capacidad de sobrevida de B. pertussis en células A549. Luego de 24 horas de 
infección, las células fueron incubadas con 100 µg/ml de polimixina B durante 1 h a 37 
°C y el número de bacterias viables por célula fue determinado inmediatamente después 
del agregado del antibiótico (tiempo 0 hs) y 24 hs post-tratamiento con antibiótico. Los 
resultados indican que aproximadamente el 20 % de las bacterias que son internalizadas 
permanecen viables luego de un período de 24 hs (Fig. 6).  
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Figura 6. Sobrevida de B. pertussis en células A549. B. pertussis fue incubada con células A549 en una 
Rib/c de 100. Luego de 2 hs a 37 ºC las células se lavaron para remover las bacterias no adheridas y se 
permitió que la internalización transcurra durante 24 hs. Posteriormente las bacterias aún adheridas a la 
superficie celular se inactivaron por incubación (1 h, 37 ºC) con Polimixina B (100 µg/ml). La 
internalización se determinó por recuento de bacterias viables por célula eucariota después de la 
incubación con Polimixina B (0 hs) y se fijó arbitrariamente como 100 %. La sobrevida bacteriana en 
localización intracelular se determinó por recuento de bacterias viables por célula a las 24 hs post-
tratamiento con Polimixina B y se expresó como porcentaje del valor de invasión inicial (0 hs). El número 
de bacterias internalizadas viables por célula está expresado entre paréntesis. 
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En forma paralela se evaluó la localización intracelular de B. pertussis por medio 
de estudios de colocalización con el marcador de endosomas tardíos y de 
compartimientos lisosomales, LAMP-1. La realización de cortes en Z de al menos 50 
células elegidas al azar permitió discriminar entre bacterias intracelulares, 
extracelulares, y el grado de colocalización con LAMP-1 (Fig. 7). Los resultados 
indican que luego de 24 hs post-tratamiento con polimixina B la mayor parte de las 
bacterias internalizadas se encuentran en compartimientos LAMP positivos mientras 
que el 8 ± 4 % no presenta signos de colocalización con este marcador (0,36 ± 0,07 b/c). 
La correlación existente entre el número de bacterias LAMP-negativas y el número de 
bacterias viables por célula post-tratamiento con polimixina B (0,34 ± 0,08, Fig. 6) 
sugiere que sólo aquellas bacterias que evaden su fusión con compartimientos 
lisosomales sobreviven en localización intracelular.  
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Figura 7. Colocalización de B. pertussis con LAMP-1. Células A549 infectadas con B. pertussis (Rib/c 
100) fueron incubadas durante 2 hs a 37 °C en medio DMEM+BSA, lavadas e incubadas a 37 °C durante 
24 hs para permitir la internalización. Posteriormente se agregó Polimixina B para inactivar bacterias 
extracelulares y se continuó la incubación durante 24 hs más. Las muestras fueron luego fijadas, 
permeabilizadas y procesadas para su visualización en microscopio confocal. La tinción de los 
compartimientos lisosomales se realizó utilizando como primer anticuerpo anti-LAMP-1 humana y como 
segundo anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con CY3 (rojo). B. pertussis fue detectada por 
incubación con anticuerpo policlonal de conejo anti-B. pertussis seguido por fragmentos F(ab)2 de 
anticuerpos anti-IgG de conejo conjugados con FITC (verde). Se muestran secciones ópticas (0,3 μm de 
ancho) representativas tres experimentos independientes. En cada uno de los paneles se muestran cortes 
en los planos xz y zy realizados a nivel de una determinada bacteria (remarcada por recuadro). Las 
imágenes tomadas en estos planos permiten discriminar entre bacterias intracelulares y extracelulares. En 
el panel a se señala una bacteria en localización extracelular. En el panel b se observa una bacteria 
colocalizando con LAMP reflejado por la presencia de áreas amarillas. En el panel c se señala una 
bacteria intracelular que no presenta signos de colocalización con LAMP. El grado de colocalización con 
LAMP fue verificado mediante la realización de escaneos de intensidades de fluorescencia roja y verde a 
lo largo del eje x en los sitios en donde se encuentra una determinada bacteria. Los paneles d, e y f 
muestran las intensidades de flourescencia correspondientes a los paneles a, b y c, respectivamente. 
Únicamente en el panel e se observa un alto grado de colocalización de LAMP (curva roja) con B. 
pertussis (curva verde). 
 
3.3.4. Calu-6 es una línea celular más permisiva para B. pertussis. 
 Para evaluar si los resultados anteriores pueden ser extendidos a otros tipos 
celulares igualmente relevantes en el proceso infeccioso de pertussis, se estudió la 
capacidad de B. pertussis de ingresar y sobrevivir en la línea celular humana Calu-6 
derivada del epitelio bronquial. El nivel de internalización de B. pertussis en células 
Calu-6 y A549 fue evaluado en forma paralela mediante tinción fluorescente diferencial 
y recuento de número de bacterias extra e intracelulares. En la Figura 8 puede 
observarse que el porcentaje de bacterias internalizadas en células Calu-6 es 
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significativamente mayor que en células A549 indicando que el tipo de célula huésped 
puede modificar la eficiencia de internalización.  
 
 
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
20
1 2Calu-6 A549
%
 d
e 
in
te
rn
al
iz
ac
ió
n
*
%
 d
e 
in
te
rn
al
iz
ac
ió
n
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Comparación del nivel de internalización de B. pertussis en células A549 y Calu-6. Células 
infectadas con B. pertussis (Rib/c 100) durante 2 hs a 37 °C fueron lavadas e incubadas durante 24 hs para 
permitir la internalización. Luego las células fueron fijadas y las bacterias extracelulares fueron 
detectadas por incubación con anticuerpo policlonal de conejo anti-B. pertussis seguido por fragmentos 
F(ab)2 de anticuerpos anti-IgG de conejo conjugados con CY3. Posteriormente las células se incubaron 
con saponina 0,1 % p/v y las bacterias intra y extracelulares fueron teñidas mediante incubación con 
anticuerpo policlonal de conejo anti-B. pertussis seguido por fragmentos F(ab)2 de anticuerpos anti-IgG 
de conejo conjugados con FITC. El número de bacterias extracelulares (rojas y verdes) e intracelulares 
(verde) por célula fue determinado mediante observación en microscopio confocal. El porcentaje de 
internalización fue calculado como el número de bacterias intracelulares respecto al número de bacterias 
totales por célula. Se muestran los resultados correspondientes a dos experimentos realizados en forma 
independiente. El nivel de internalización en células Calu-6 difiere significativamente respecto al nivel de 
internalización en células A549 (*P<0,05). 
 
 
 Se evaluó también la capacidad de sobrevida de B. pertussis en este tipo celular. 
Células Calu-6 infectadas con B. pertussis durante 24 hs fueron lavadas e incubadas con 
Polimixina B. Luego de 24 hs se determinó el número de bacterias intracelulares viables 
mediante recuento de UFC y el porcentaje de colocalización con LAMP-1. En la Tabla 
2 se muestran los resultados obtenidos, para facilitar la comparación con células A549 
se han adicionado a la Tabla los datos obtenidos anteriormente para este tipo celular. 
Cabe señalar que otra vez la tasa de sobrevida coincide con el porcentaje de bacterias 
que no colocaliza con Lamp-1. Los resultados indican que B. pertussis posee una mayor 
capacidad de sobrevida en células Calu-6 sugiriendo que aunque B. pertussis puede 
sobrevivir en más de un tipo celular, el nivel de sobrevida es aparentemente dependiente 
del tipo celular de que se trate.  
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Tabla 2. Sobrevida de B. pertussis  en células Calu-6 y A549
Células
 Bacterias 
intracelulares/célula a % Colocalización
 b Bacterias 
viables/célula c
Calu-6 5,6 ± 0,9 76 ± 4 1,26 ± 0,20
A549 4,63 ± 1,2 92 ± 2 0,34 ± 0,08  
 
a Número de bacterias por célula en localización intracelular luego de 24 hs post-tratamiento 
con Polimixina B obtenido mediante observación en microscopio confocal. 
b Porcentaje de bacterias intracelulares que residen en compartimientos LAMP-positivos. 
c Número de bacterias viables por célula obtenido mediante recuento de UFC luego de 24 hs 
post-tratamiento con Polimixina B. 
 
 110
Bordetella pertussis  Capítulo 3 
¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯ 
 
3.4. Discusión 
 
La división entre patógenos intracelulares y extracelulares, según su capacidad o 
incapacidad para invadir células del hospedador ha perdido vigencia en los últimos años 
debido a que numerosos patógenos históricamente considerados extracelulares hoy se 
sabe que presentan diversos tipos de vida intracelular. Tal es el caso de steptococcus 
grupo A [22, 23], Burkholedia cepacia [24], Helicobacter pylori [25], Haemophilus 
influenzae [26] y E. coli uropatógena [27], entre otros. La existencia de reservorios 
intracelulares contribuye al establecimiento de infecciones crónicas y/o recurrentes 
dificultando la erradicación del agente infeccioso. Si bien B. pertussis pertenece al 
grupo de patógenos considerados “extracelulares” una serie de estudios sugieren que 
esta bacteria es capaz de invadir células eucariotas [2-4, 28], constituyendo tal vez un 
mecanismo de persistencia. La confirmación de la existencia de un estadio intracelular 
en la patogénesis de B. pertussis tendría implicancias directas en el desarrollo de 
estategias inmunopreventivas y en el tratamiento de la enfermedad, sin embargo, los 
estudios en el tema son escasos y se desconocen los mecanismos que determinan que B. 
pertussis ingrese a la célula como así también si este patógeno es capaz de sobrevivir en 
localización intracelular.  
Los resultados presentados en este Capítulo sugieren que los rafts lipídicos están 
involucrados en la entrada de B. pertussis a la célula epitelial. La extracción del 
colesterol de membrana con MβCD determinó una significativa disminución en el 
porcentaje de bacterias intracelulares viables independientemente del nivel de adhesión 
inicial, indicando que estos dominios no sólo funcionan como importantes sitios de 
adhesión de B. pertussis sino que intervienen en la activación de los mecanismos que 
conllevan a la internalización de este patógeno. Se ha postulado que a través de la 
interacción con dominios rafts se favorece el reclutamiento de moléculas involucradas 
en la iniciación de cascadas de señalización, aunque el rol y el repertorio de moléculas 
de señalización reclutadas en estos dominios ha sido caracterizado sólo en un número 
limitado de patógenos [11, 29]. La fosforilación a nivel de tirosinas parece ser un evento 
crucial en la endocitosis mediada por rafts [21]; el tratamiento con genisteina, un 
inhibidor de proteínas tirosin-quinasas que inhibe selectivamente la endocitosis 
dependiente de rafts lipídicos, disminuyó significativamente la internalización de B. 
pertussis confirmando la participación de estos dominios en el ingreso de esta bacteria. 
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Dado que muchos receptores autofosforilados así como proteínas tirosin-quinasas y sus 
sustratos fosforilados en tirosina se asocian y activan fosfatidilinositol-3-quinasas 
(PI3K), se investigó si estas enzimas participan en el proceso de entrada de B. pertussis. 
Las PI3K catalizan la fosforilación de inositol fosfolípidos formando productos 
lipídicos que están involucrados en funciones celulares como crecimiento celular, 
rearreglos de actina y tráfico vesicular. La inhibición de esta vía con wortmanina, un 
inhibidor de estas enzimas, no afectó el nivel de internalización de B. pertussis 
sugiriendo que la entrada de este patógeno es independiente de la activación de PI3K. B. 
pertussis presenta una alta afinidad por heparan sulfatos, proteoglicanos involucrados en 
el ingreso de bacterias como Neisseria gonorrhoeae mediante mecanismos dependientes 
de la activación de fosfolipasas C [30]. En este estudio se empleó U73122, un inhibidor 
específico de esta enzima, para evaluar su participación en la entrada de B. pertussis. No 
se observó que este inhibidor tuviera efecto alguno en el grado de internalización de B. 
pertussis lo que sugiere que eventos de fosforilación a nivel de serina o treonina 
tampoco mediaron el ingreso de B. pertussis. La inhibición de Serina/treonina quinasas 
mediante el potente inhibidor staurosporina, así como la inhibición específica de la 
proteína quinasa C no modificó la entrada de B. pertussis a la célula epitelial.  
Se ha descrito que en la endocitosis a través de dominios rafts pueden intervenir 
tanto intermediarios tubulares como filamentos de actina [21]. Los resultados de este 
Capítulo sugieren que si bien existe un reclutamiento de actina en los sitios de adhesión 
de B. pertussis a la superficie epitelial, la internalización es independiente de la 
movilización de estos filamentos. Por el contrario, el tratamiento de las células con 
nocodazol determina una disminución en la entrada de B. pertussis indicando que los 
microtúbulos son los principales componentes del citoesqueleto implicados en este 
proceso. Sólo unos pocos patógenos bacterianos, entre los que se incluyen Chlamydia 
trachomatis [31], Campylobacter jejuni [32] y E. coli Afa/Dr positiva (DAEC) [33], 
ingresan a la célula a través de un mecanismo dependiente de microtúbulos e 
independiente de microfilamentos. Tal como se observó en B. pertussis, los rafts 
lipídicos parecen estar involucrados en la internalización de estos patógenos [11, 34, 
35]. Trabajos previos sugieren que FHA promueve la invasión de B. pertussis a células 
epiteliales a través de su interacción con la integrina α5β1 [3]. Esta integrina participa en 
la internalización de numerosos patógenos entre los que se incluyen bacterias como 
Yersinia [36] y E. coli Afa/Dr positiva (DAEC) [33] que ingresan a la célula huésped a 
 112
Bordetella pertussis  Capítulo 3 
¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯ 
 
través de un mecanismo tipo zipper. La presencia de extensiones que emanan de la 
superficie epitelial y que rodean las bacterias adheridas (Fig. 2) sugieren que B. 
pertussis podría ser internalizada por un mecanismo similar. Estudios realizados en 
DAEC indican que el reclutamiento de la integrina α5β1 en dominios rafts es un evento 
crítico para la iniciación de cascadas de señalización que determinan la internalización 
de este microorganismo [11]. Si bien no se ha investigado si el ingreso de B. pertussis a 
la célula epitelial requiere la asociación de la integrina α5β1 con dominios rafts, el hecho 
de que tanto B. pertussis como E. coli Afa/Dr positiva sean internalizados en un proceso 
dependiente de microtúbulos e independiente de la activación de PKC y PLC [11] 
sugiere que ambos microorganismos podrían utilizar mecanismos de entrada similares.  
 El ingreso a las células epiteliales es una estrategia comúnmente utilizada por los 
patógenos para evadir el sistema inmune y persistir en el hospedador [37-39]. Los 
estudios realizados para evaluar la sobrevida de B. pertussis en células epiteliales A549 
sugieren que una subpoblación de las bacterias internalizadas evade la fusión con 
lisosomas pemaneciendo viable en compartimientos LAMP negativos durante al menos 
24 hs. La capacidad de sobrevida parece depender, en parte, del tipo celular 
involucrado, estudios realizados en células epiteliales bronquiales Calu-6 sugieren que 
B. pertussis es capaz de ingresar y sobrevivir de forma más eficiente en este tipo celular. 
Recientemente se ha encontrado que la invasión de Brucella también se encuentra 
aumentada en células Calu-6 respecto a células A549 [40]. Los mecanismos que 
determinan estas diferencias no han sido dilucidados, sin embargo se ha sugerido que 
pueden deberse a una alteración en el patrón o el nivel de expresión de moléculas 
relevantes en la interacción de la bacteria con la célula epitelial. Si bien la extrapolación 
entre líneas celulares y sus contrapartes primarias no es lineal y debe ser realizada con 
prudencia, estos resultados podrían sugerir que las células de origen bronquial podrían 
constituir sitos temporales de residencia más favorables para B. pertussis. El hallazgo de 
bacterias intracelulares en células epiteliales bronquiales en muestras de pulmón 
obtenidas de infantes que padecieron pertussis parece apoyar esta hipótesis [41].  
A modo de resumen, los resultados presentados en este Capítulo aportan nuevas 
evidencias que apoyan la hipótesis de que B. pertussis es capaz de invadir células 
epiteliales respiratorias. La internalización involucra dominios rafts y la activación de 
tirosin-quinasas que probablemente inician cascadas de señalización que conllevan a la 
internalización de este patógeno a través de la movilización de microtúbulos. Una vez 
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internalizada, un pequeño porcentaje de bacterias es capaz de sobrevivir 
intracelularmente evadiendo el tráfico a lisosomas. La existencia de un estadio 
intracelular durante el periodo infeccioso de B. pertussis podría favorecer la evasión de 
la respuesta inmune y la posterior infección de otras células, contribuyendo a la 
persistencia de B. pertussis en el tracto respiratorio.  
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3.5. Conclusiones 
 
´ Los resultados descritos en este Capítulo indican que B. pertussis, 
históricamente considerada un patógeno extracelular, es capaz de ingresar a células 
epiteliales de origen respiratorio a través de un mecanismo dependiente de dominios 
rafts lipídicos. 
 La internalización ocurre a través de un mecanismo tipo zipper que involucra el 
contacto estrecho con microvellocidades que emergen de la superficie celular. Los 
microtúbulos son los principales componentes del citoesqueleto involucrados en este 
proceso. 
 La entrada de B. pertussis puede ser específicamente inhibida por genisteina, 
indicando que eventos de fosforilación a nivel de tirosina juegan un rol importante en la 
transducción de señales que determinan la internalización.  
 La mayor parte de las bacterias intracelulares se encuentran en compartimientos 
LAMP-1 positivos, sin embargo, un porcentaje de bacterias evade la fusión con 
lisosomas y permanece viable en localización intracelular. 
 Las células epiteliales Calu-6 de origen bronquial internalizan a B. pertussis en 
mayor medida que las células A549 de origen alveolar sugiriendo que el ingreso es 
dependiente del tipo celular involucrado.  
La sobrevida intracelular se encuentra aumentada en células Calu-6 sugiriendo 
que las células bronquiales constituyen sitios de residencia intracelular más favorables.  
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CAPÍTULO 4 
 
4. La sobrevida de B. pertussis a la acción bactericida de 
neutrófilos humanos depende de su interacción con dominios 
rafts.  
 
4.1. Introducción 
 
 Una vez que B. pertussis ha accedido al organismo huésped, la inmunidad innata 
o adquirida (según el estado inmune del hospedador) pone en juego un conjunto de 
componentes celulares y humorales a efectos de controlar el proceso infeccioso. Los 
neutrófilos constituyen una de las principales barreras contra las infecciones 
bacterianas. En el sitio de infección los neutrófilos reconocen al microorganismo 
invasor, se adhieren a él, lo fagocitan y lo inactivan. Al menos dos tipos de gránulos 
secretorios median la actividad bactericida de los neutrófilos, los gránulos azurófilos y 
los específicos [1]. Los primeros constituyen una clase especial de lisosomas que, junto 
con las típicas enzimas lisosomales, almacenan proteínas bactericidas y proteasas 
neutras. Los gránulos específicos también contienen proteínas implicadas en actividades 
bactericidas y son reservorios de receptores de la membrana plasmática y del citocromo 
b558, un componente del complejo NADPH oxidasa implicado en la generación de 
intermediarios reactivos del oxígeno (IRO) [1]. Tanto la eficiencia del proceso de 
fagocitosis como los eventos activados tras el ingreso del microorganismo dependen en 
parte del tipo de receptores involucrados en el reconocimiento del patógeno.  
 La fagocitosis de B. pertussis mediada por anticuerpos IgG e IgA ha sido 
estudiada en detalle por nuestro grupo y ha demostrado ser sumamente eficiente. Una 
vez fagocitada a través de los receptores Fc la bacteria es dirigida hacia 
compartimientos lisosomales donde la acción de sistemas citotóxicos median la 
destrucción de este patógeno [2]. Tanto los mecanismos dependientes de la producción 
de especies oxidantes derivadas del oxígeno (intermediarios reactivos de oxígeno, IRO) 
como los mecanismos oxígeno-independientes mediados a través de la acción de 
diversas enzimas hidrolíticas se activan bajo condiciones opsonizantes [2]. En ausencia 
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de anticuerpos la adhesión de B. pertussis con el neutrófilo es significativamente menos 
eficiente y en general B. pertussis sobrevive al encuentro con estas células fagocíticas 
eliminando una de las principales líneas de defensa [2]. Aparte, debido a la baja 
concentración de opsoninas del suero presentes en el tracto respiratorio [3] y al bajo 
título de anticuerpos que presentan adolescentes y adultos luego de 3-4 años post-
vacunación, es posible asumir que el encuentro de B. pertussis con neutrófilos del 
huésped se produce principalmente en condiciones no opsonizantes.  
 La interacción de B. pertussis con las células fagocíticas en ausencia de 
opsoninas se produce fundamentalmente a través de la unión de FHA con el receptor de 
complemento 3 (CR3, CD11bCD18)[4, 5]. CR3 es un miembro de la familia de las β2-
integrinas que contiene múltiples sitios de unión que le permiten interactuar con 
diferentes ligandos. Poco se conoce respecto a las consecuencias biológicas de la unión 
de B. pertussis a las células fagocíticas a través de CR3, sin embargo, se ha sugerido 
que el ingreso a través de este receptor podría resultar beneficioso para el patógeno [6, 
7]. Estudios previos de nuestro grupo realizados en neutrófilos humanos indican que la 
fagocitosis de B. pertussis bajo condiciones no opsonizantes no activa la producción de 
IRO lo cual está de acuerdo con la reportada ausencia de activación de la NADPH 
oxidasa por la ligación independiente de CR3 [8, 9] y la ausencia de actividad celular 
bactericida bajo estas circunstancias [2]. Se ha encontrado que FHA, PT y Fim 
aumentan la expresión de CR3 [10] sugiriendo que B. pertussis propicia su propio 
ingreso a través de este receptor favoreciendo posiblemente su sobrevida.  
 Trabajos recientes indican que la fagocitosis de zimosano, un β-glucano que se 
une a la porción CD11b de CR3, está funcionalmente ligada a dominios rafts lipídicos. 
Esto ha llevado a especular que las moléculas CD11b/CD18 se encuentran localizadas 
en regiones próximas a dominios rafts lipídicos de neutrófilos no activados, y son 
movilizadas a compartimientos rafts durante la fagocitosis [11]. Conforme con esta 
hipótesis, se ha encontrado que el ingreso de ciertos microorganismos, como 
Leishmania [12] y Mycobacterium [13] a las células fagocíticas se realiza a través de la 
interacción de CR3 con dominios lipídicos. El ingreso a través de estos dominios 
determina que estos patógenos evadan la fusión con compartimientos lisosomales y 
sobrevivan a la acción bactericida de las células inmunes.  
 Los resultados del Capítulo 2 y 3 demuestran que B. pertussis interacciona con 
células del epitelio respiratorio a través de rafts lipídicos. Teniendo en cuenta que la 
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fagocitosis vía rafts favorece la sobrevida de un gran número de patógenos en células 
inmunes, en este Capítulo se investigó si la sobrevida de B. pertussis al encuentro con 
neutrófilos humanos está relacionada con su interacción con dominios rafts lipídicos.  
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4.2. Materiales y métodos 
 
4.2.1. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento 
 Para la realización de este estudio se utilizó la cepa salvaje B. pertussis Tohama 
I transformada con el plásmido pCW505 (proporcionado por Dr. Weiss, Cincinnati, 
Ohio) que induce la expresión citoplasmática de la proteína fluorescente verde GFP 
(Green Fluorescent Protein) sin modificar el crecimiento o la expresión de antígenos 
[14]. La bacteria fue cultivada en placas de Agar Bordet Gengou (DIFCO Laboratories, 
USA) suplementada con 15 % v/v de sangre desfibrinada de carnero (ABGs) durante 72 
hs a 37 ºC, al cabo de lo cual se repicó en una nueva placa ABGs y se cultivó a 37 ºC 
durante 24 hs. 
 En determinados experimentos se utilizó la cepa Escherichia coli DH5α 
transformada con el plásmido PML2 que induce la expresión citoplasmática de GFP 
(cedida gentilmente por el Dr. Antonio Lagares del Instituto de Bioquímica y Biología 
Molecula, La Plata, Argentina). La bacteria fue crecida en medio Luria Bertani (LB) a 
37 ºC durante toda la noche y posteriormente utilizada en ensayos de fagocitosis. 
 
4.2.2. Anticuerpos y sueros 
 Los siguientes anticuerpos fueron utilizados: anticuerpo monoclonal (mAc) de 
ratón anti-hFcγRI (CD64) mAc 22 (mIgG1), anti-hFcγRII (CD32) mAc AT10 (mIgG1), 
anti-FcγRIII (CD16) mAc 3G8 (mIgG1) (todos provistos por Medarex, Annandale, NJ, 
USA), mAc anti-CD11b (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). mAc anti-proteína 
lisosomal asociada a membrana, LAMP-1 (Pharmingen, San Diego, CA, USA), y 
anticuerpo policlonal (pAc) producido en conejo anti-flotilina-1 humana (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). 
 En este estudio se emplearon además fracciones de IgG obtenidas a partir de un 
pool de sueros de pacientes con elevado título contra B. pertussis, según se determinó 
por ELISA [15] , obtenidas según se describe en Rodriguez et al. [2] y suero de conejo 
anti-B. pertussis obtenido según se describe en Hellwig et al. [6]. 
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4.2.3. Expresión de receptores 
 El nivel de expresión de los receptores FcγR y CR3 fue determinado mediante 
inmunofluorescencia indirecta usando un panel de sueros monoclonales seguido por la 
adición de fracciones F(ab)2 de anticuerpos de cabra que reconocen inmunoglobulina de 
ratón conjugados con fluoresceína (FITC) (Tago, Burlingame, CA, USA). El nivel de 
fluorescencia fue determinado utilizando citometría de flujo ((Becton Dickinson, 
Lincoln Park, NJ, USA). Para evitar la unión inespecífica de los mAc, todas las 
incubaciones fueron realizadas en presencia de suero humano inactivado por calor al 25 
% v/v. En forma paralela se realizaron controles de isotipo. 
 
4.2.4. Células 
 Neutrófilos de sangre periférica fueron aislados de sangre humana heparinizada 
utilizando gadientes de centrifugación Ficoll-Histopaque (Sigma, St. Louis, MO, USA). 
Los glóbulos rojos remanentes en la suspensión de polimorfonucleares (PMN) fueron 
removidos por lisis hipotónica logrando una pureza mayor al 95 %. La viabilidad 
celular se determinó por tinción vital con Trypan blue obteniéndose un nivel de 
viabilidad superior al 99 %. Previo a la realización de los ensayos funcionales, los 
neutrófilos fueron lavados dos veces con DMEM suplementado con 0.2 % p/v de BSA 
(Sigma), resuspendidos y utilizados inmediatamente. Todos los experimentos descriptos 
en este Capítulo fueron llevados a cabo utilizando neutrófilos purificados en el 
momento. El nivel de expresión del receptor FcγRI (CD64) fue monitoreado mediante 
citometría de flujo utilizando el mAc anti FcγRI 22 [16]. Solo fueron utilizados aquellos 
neutrófilos que no presentaban niveles detectables de expresión de CD64.  
 
4.2.5. Tratamiento de neutrófilos con drogas que afectan el colesterol de 
membrana 
 El colesterol de membrana de los PMN fue extraído mediante la incubación con 
10 mg/ml de MβCD (Sigma) durante 15 min a 37 ºC en medio DMEM suplementado 
con BSA (0,2 % p/v) y lovastatina (5 µg/ml) (Sigma) (DMEM-BSA-L). En algunos 
experimentos las células fueron incubadas con 35 mg/ml de nistatina (Sigma) o con 5 
µg/ml de filipina (Sigma), drogas que unen colesterol sin extraerlo, durante 30 min a 37 
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ºC en DMEM-BSA-L. Las células fueron luego lavadas y suspendidas en DMEM-BSA-
L. La viabilidad celular fue monitoreada mediante tinción vital con Trypan blue no 
detectándose una disminución en la misma luego de los tratamientos. En experimentos 
control, el colesterol de membrana fue restituido por incubación de las células 
previamente tratadas con MβCD, con 8 mg/ml de colesterol soluble en agua (Sigma) 
disuelto en DMEM-BSA 0,2 % p/v, durante 30 min a 37 ºC; o mediante la incubación 
con SFB (20 % v/v) en DMEM durante 3 hs a 37 ºC. 
 
4.2.6. Cuantificación de la adhesión  
 GFP-B. pertussis fueron incubadas con neutrófilos humanos durante 20 min a 37 
ºC en una relación inicial bacteria/célula (Rib/c) de 50 o 500. Luego de tres lavados para 
remover bacterias no adheridas, las células se fijaron por incubación con 
paraformaldehído y se analizaron por citometría de flujo y microscopía de fluorescencia 
utilizando un microscopio DMLB acoplado a una cámara DC 100 (Leica Microscopy 
Systems Ltd., Heerbrugg, Switzerland). En determinados experimentos, GFP-B. 
pertussis fue opsonizada con IgG humana (200 µg/ml) durante 30 min a 37 ºC previo a 
la incubación con neutrófilos en una Rib/c de 50. En algunos ensayos se evaluó la 
asociación de GFP-E. coli DH5α a neutrófilos humanos utilizando una Rib/c de 500. 
 Ocasionalmente los PMN se incubaron con tripsina al 0,5 % en DMEM-BSA 
(0,2%) durante 30 min a 37 ºC previo a la incubación con bacterias. 
 
4.2.7. Cuantificación de la fagocitosis 
 La fagocitosis de B. pertussis fue evaluada según se ha sido descrito en 
Rodríguez et al. [17] con algunas modificaciones. Brevemente, bacterias incubadas con 
PMN durante 20 min a 37 ºC fueron extensivamente lavadas a 4 ºC para remover las 
bacterias no adheridas y divididas en dos alícuotas. Una alícuota fue mantenida en hielo 
para determinar el número inicial de bacterias adheridas al neutrófilo mientras que la 
otra alícuota fue incubada durante una hora más para permitir que la fagocitosis 
transcurra. La fagocitosis se detuvo sumergiendo en hielo las muestras. Posteriormente 
se determinó el número de bacterias asociadas a la superficie celular de los neutrófilos 
de ambas alícuotas mediante marcación fluorescente. Para ello, los PMN fueron 
incubados con suero policlonal anti-B. pertussis de conejo (30 min a 4 ºC) seguido de 
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fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con PE 
(Molecular Probes, OR, USA) durante 30 min a 4 ºC. Con el fin de evitar la unión 
inespecífica de los anticuerpos todas las incubaciones fueron realizadas en presencia de 
25 % v/v de suero humano inactivado por calor. Las muestras fueron analizadas 
mediante citometría de flujo. Las intensidades de fluorescencia en el rojo y en el verde 
de los neutrófilos mantenidos durante 20 min a 37 ºC fue utilizada como control de 
adhesión. El decaimiento en la fluorescencia roja luego de una hora de incubación a 37 
ºC reflejó el nivel de fagocitosis de las bacterias asociadas a la superficie. El porcentaje 
de fagocitosis fue calculado de la siguiente manera: 100 x (1-PE2/PE1), donde PE1 
representa la media de la fluorescencia roja de aquellas células FITC-positivas 
mantenidas a 37 ºC durante 20 min y PE2 representa la media de la fluorescencia roja 
de aquellas células FITC-positivas mantenidas durante 1 h más a 37 ºC. 
 En determinados experimentos, B. pertussis fue opsonizada con IgG humana 
(200 µg/ml) antes de ser incubada con los PMN en una Rib/c de 50. Los ensayos de 
fagocitosis fueron realizados como ha sido detallado anteriormente, con la diferencia 
que la marcación de las bacterias adheridas a la superficie fue realizada mediante la 
incubación con fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG humana conjugados 
con PE (Southern Biotechnology, Birmingham, UK). 
 
4.2.8. Exocitosis de la enzima lisosomal β-glucuronidasa 
 Neutrófilos en suspensión (5 x 106 celulas/ml) fueron incubados con B. pertussis 
opsonizada con IgG o no opsonizada, durante 1 h a 37 ºC, y luego centrifugados a 800 x 
g. Posteriormente los sobrenadantes fueron centrifugados a 10000 x g durante 10 min 
para eliminar bacterias y posteriormente se determinó la actividad enzimática de la β-
glucuronidasa tanto en el pellet celular de PMN lisados con 0.2 % v/v de Triton X-100 
como en el sobrenadante según ha sido descrito en Gregoire et al. [18]. 
  
4.2.9. Determinación de la sobrevida intracelular 
 Neutrófilos humanos incubados con B. pertussis opsonizada con IgG o no 
opsonizada durante 20 min a 37 ºC fueron lavados a 4 ºC para eliminar aquellas 
bacterias no adheridas e incubados durante 1 h más para permitir que la fagocitosis 
ocurra. Posteriormente fueron incubados con DMEM suplementado con 10 % v/v de 
 130
Bordetella pertussis  Capítulo 4 
¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯ 
 
SFB y 400 µg/ml de Polimixina B sulfato (Sigma), para inactivar aquellas bacterias que 
aún permanecieran adheridas a la superficie celular. En los tiempos utilizados en este 
ensayo, este antibiótico no penetra la membrana de las células eucariotas [19] y por lo 
tanto solo mata las bacterias extracelulares adheridas pero no aquellas internalizadas. 
Luego de la incubación, la Polimixina B fue removida por lavado con PBS y se agregó 
DMEM + SFB 10 % v/v. Para la determinación de la invasión y/o sobrevida intracelular 
de B. pertussis una porción de la suspensión celular fue utilizada para determinar el 
número de bacterias viables por recuento en placas ABGs mientras que otra porción fue 
utilizada para realizar el recuento de PMN viables por exclusión con Trypan blue en 
Cámara de Neubauer. Los resultados se expresaron como: número de bacterias/ número 
de células en el mismo volumen. El porcentaje de sobrevida fue calculado teniendo en 
cuenta el número de bacterias adheridas y el índice de fagocitosis según se detalla a 
continuación: 
 
- N: número de bacterias viables por célula luego de la incubación con Polimixina 
B.  
- A: número de bacterias asociadas a los neutrófilos luego de 20 min de 
incubación a 37 ºC (determinado mediante microscopía de fluorescencia). 
-  B: índice de fagocitosis (determinado en paralelo mediante citometría de flujo 
según ha sido detallado anteriormente), 1-PE2/PE1. 
- % de sobrevida bacteriana: N x 100/A x B. 
 
 Los controles realizados en este ensayo fueron: (a) control de viabilidad celular: 
neutrófilos a los cuales no se les agregó bacterias pero que fueron sometidos a todos los 
tratamientos del ensayo fueron monitoreados por observación y recuento de células 
viables durante todo el experimento, (b) control de muerte bacteriana por Polimixina B: 
5 × 108 bacterias suspendidas en 1 ml de medio DMEM suplementado con SFB fueron 
incubadas con Polimixina B (400 μg/ml) durante 1 h a 37 ºC. Finalizado este tiempo, las 
bacterias se lavaron con PBS y se sembraron en ABGs para recuento de UFC. El 
tratamiento con Polimixina B resultó en una disminución de 99.999 % de las UFC 
obtenidas, indicando que éste antibiótico mata eficientemente a las bacterias en las 
condiciones de trabajo utilizadas. 
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4.2.10. Microscopía confocal 
 Los estudios de colocalización fueron realizados según ha sido descrito en 
Rodriguez et al. [2]. Brevemente, alícuotas de neutrófilos incubados con GFP-B. 
pertussis durante 20 min a 37 ºC fueron lavados a 4 ºC para eliminar las bacterias no 
adheridas y posteriormente fueron incubados durante 20 min o 1 hora a 37 ºC para 
estudios de colocalización bacteriana con LAMP-1 o flotilina, respectivamente. Luego 
de ser fijados con paraformaldehído al 3 % p/v, los neutrófilos fueron lavados dos veces 
con PBS e incubados durante 10 min a temperatura ambiente con PBS conteniendo 50 
mM de NH4Cl. Luego de una serie de lavados, los PMN fueron incubados durante 30 
min con PBS conteniendo 0.1 % p/v de saponina (Sigma) y 0.5 % p/v de BSA y 
posteriormente incubados durante 1 hora a 4 ºC con anticuerpos monoclonales de ratón 
anti-LAMP-1 humana o con anticuerpos policlonales de conejo anti flotilina-1 en 
presencia de 0.1 % p/v de saponina y 0.5 % p/v de BSA. Luego de unas serie de lavados 
fueron incubados con fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra que reconocen IgG de 
ratón conjugados con CY3 o con fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra que 
reconocen IgG de conejo conjugados con CY3 (Jackson InmunoResearch, West Grove, 
USA) durante 30 min a 4 ºC. Con el fin de evitar la unión inespecífica de los 
anticuerpos todas las incubaciones fueron realizadas en presencia de 25 % v/v de suero 
humano inactivado por calor y se realizaron controles de isotipo en paralelo. Finalmente 
las células fueron analizadas utilizando un microscopio confocal Olympus FV 300. El 
porcentaje de fagosomas conteniendo bacterias que colocalizan con LAMP-1 o flotilina 
fue calculado mediante el análisis de al menos 50 fagosomas por donante. 
 
4.2.11. Estudios de adquisición de transferrina humana 
 Neutrófilos humanos incubados durante 20 min a 37 ºC con B. pertussis 
opsonizada con IgG o no opsonizada, fueron lavados e incubados nuevamente durante 
20 min o 1 h a 37 ºC para permitir que la fagocitosis transcurra. Posteriormente los 
PMN fueron deplecionados de transferrina mediante la incubación en medio DMEM 
conteniendo 1 % p/v de BSA durante 1 h a 37 ºC. Transcurrido ese tiempo fueron 
incubados con 10 µg/ml de transferrina marcada con Alexa-594 (Moleculas Probes) 
durante 10 min a 4 ºC en medio DMEM con BSA 1 % p/v para permitir la adhesión de 
la transferrina. Luego fueron incubados a 37 ºC durante 5 min para que el ligando sea 
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internalizado y posteriormente lavados con DMEM-BSA 1 % p/v. Finalmente fueron 
incubados durante 45 min a 37 ºC y fijados para ser observados por microscopía 
confocal. La colocalización de B. pertussis marcada GFP, con la transferrina (roja) fue 
analizada observando al menos 50 fagosomas conteniendo bacterias por cada 
experimento.  
 
4.2.12. Análisis estadístico 
 Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado. Los resultados se 
analizaron estadísticamente mediante el análisis de varianza (ANOVA). Para la 
comparación de los valores obtenidos (medias) se utilizó el test de Menor Diferencia 
Significativa (LSD) con un grado de significación (P) de 0.05. 
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4.3. Resultados 
 
4.3.1. En ausencia de anticuerpos opsonizantes los dominios ricos en 
colesterol presentes en la membrana del neutrófilo intervienen en la captura 
y fagocitosis de B. pertussis 
 La presencia de anticuerpos opsonizantes determina que B. pertussis se adhiera y 
sea fagocitada eficientemente por los neutrófilos a través de la interacción con los 
receptores Fc [2]. En ausencia de anticuerpos la asociación de B. pertussis con el 
neutrófilo es mucho menos eficiente observándose una significativa disminución en el 
número de bacterias adheridas (Fig. 1). Con el fin de normalizar los niveles de adhesión 
y poder estudiar comparativamente ambas condiciones, los experimentos descritos en 
este Capítulo se llevaron a cabo utilizando una relación bacteria:célula de 50:1 en el 
caso de bacterias opsonizadas y de 500:1 en ausencia de anticuerpos, que según puede 
observarse en la Fig. 1 permite obtener niveles de adhesión similares (Fig. 1, paneles A 
y C). 
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Figura 1. En ausencia de anticuerpos la interacción de B. pertussis con el neutrófilo es 
significativamente menor. Neutrófilos humanos fueron incubados durante 20 min a 37 ºC con B. 
pertussis-IgG opsonizada (panel A) o B. pertussis no opsonizada (paneles B y C) en una relación inicial 
de bacterias por célula de 500 (panel C) o 50 (paneles A y B). Luego de una serie de lavados para 
eliminar las bacterias no adheridas, los neutrófilos fueron analizados mediante citometría de flujo. 
Neutrófilos no infectados fueron analizados en paralelo (curvas blancas). Se muestran histogramas 
representativos de tres experimentos independientes. 
 
 Para evaluar el rol de los rafts lipídicos en la interacción de B. pertussis con los 
neutrófilos humanos, los PMN fueron tratados con MβCD previo al agregado de GFP-
B. pertussis [20]. La síntesis de novo de colesterol fue inhibida mediante lovastatina. La 
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Figura 2 muestra que la remoción del colesterol de membrana provoca una reducción 
significativa del número de bacterias no opsonizadas asociadas al neutrófilo. Resultados 
similares fueron obtenidos luego de la incubación de los PMN con nistatina, una droga 
que desorganiza los rafts lipídicos a través de su unión a colesterol (Fig. 2). Estos 
resultados sugieren que los dominios rafts también están involucrados en la asociación 
de B. pertussis no opsonizada con las células fagocíticas. Por otro lado, el nivel de 
asociación de B. pertussis opsonizada con IgG no se vio alterado por el tratamiento de 
los neutrófilos con ninguna de estas drogas sugiriendo que el colesterol no es crítico en 
la interacción de B. pertussis con los neutrófilos a través de los FcγR. En estudios 
previos se demostró que la adhesión de Escherichia coli DH5α a células inmunes no 
depende de la presencia de dominios ricos en colesterol [12, 21], debido a ello esta 
bacteria fue incluida en los ensayos como control negativo. La Figura 2 demuestra que, 
de acuerdo con lo esperado, ni la MβCD ni la nistatina afectaron la interacción de esta 
bacteria con los neutrófilos indicando que los resultados observados con B. pertussis 
son específicos de esta bacteria y que la integridad general de la membrana del 
neutrófilo no se encuentra afectada por los tratamientos.  
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Figura 2. La remoción del colesterol de membrana afecta específicamente la interacción de B. 
pertussis no opsonizada con neutrófilos humanos. Los neutrófilos fueron tratados con MβCD (10 
mg/ml), nistatina (35 mg/ml) o medio de cultivo (control) e incubados con GFP-B. pertussis no 
opsonizada (Rib/c 500), GFP-B. pertussis opsonizada (Rib/c 50), o GFP-E. coli DH5α no opsonizada 
(Rib/c 500) durante 20 min a 37 ºC. Las células fueron posteriormente lavadas y fijadas. El número de 
bacterias asociadas al PMN fue evaluado por microscopia de fluorescencia (1000x). El nivel de adhesión 
de bacterias incubadas con neutrófilos no tratados (control) se fijó como 100 %. Los valores representan 
la media de tres experimentos independientes utilizando neutrófilos de diferentes donantes. El número de 
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B. pertussis no opsonizada asociada a neutrófilos tratados con MβCD o nistatina difiere 
significativamente del número de B. pertussis no opsonizada asociada a neutrófilos sin tratar (P<0.05).  
 
 
 CR3 es probablemente el principal receptor involucrado en la asociación de B. 
pertussis con las células inmunes bajo condiciones no opsonizantes, mientras que los 
receptores Fcγ median la adhesión y fagocitosis de B. pertussis opsonizada con IgG. 
Estos receptores de IgG se encuentran agrupados en tres clases, FcγRI (CD64), FcγRII 
(CD32) y FcγRIII (CD16), cada una de las cuales presenta a su vez diferentes subclases. 
Los neutrófilos expresan constitutivamente FcγRIIa y FcγIIIb, mientras que FcγRI se 
expresa únicamente bajo condiciones de activación. Dado que una alteración en la 
expresión de estos receptores o de CR3 podría afectar el nivel de asociación de B. 
pertussis, se estudió si la expresión de estos receptores se encuentra alterada por el 
tratamiento de los neutrófilos con MβCD. En la Figura 3 se observa que este tratamiento 
no afecta la expresión de ninguno de estos receptores. 
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Figura 3. El nivel de expresión de los receptores CR3 y FcγR no se ve afectado por el tratamiento 
con MβCD. La expresión de CR3 y FcγR fue evaluada antes (área gris) y después (área blanca) del 
tratamiento con MβCD. La marcación de los receptores se realizó utilizando como anticuerpos primarios 
los siguientes monoclonales: anti-CD64 (FcγRIa), anti-CD32 (FcγRIIa), anti-CD16 (FcγRIIIb), y anti-
CD11b (CR3), y como anticuerpo secundario fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra que reconocen 
inmunoglobulina de ratón conjugados con FITC. Se muestran histogramas representativos de tres 
experimentos independientes. 
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 Más aun, en experimentos en donde el colesterol de membrana de neutrófilos 
tratados con MβCD fue reconstituido mediante el agregado externo de colesterol se 
observó que la asociación de B. pertussis no opsonizada recuperó los valores 
observados en neutrófilos control (no incubados con MβCD) (Fig. 4), indicando que la 
reducción en la interacción de B. pertussis con neutrófilos tratados con MBCD se debe 
específicamente a la remoción del colesterol y no a efectos secundarios de esta droga. 
En conjunto, estos resultados indican que los rafts lipídicos cumplen un papel 
importante en la interacción de B. pertussis con los neutrófilos humanos en ausencia de 
anticuerpos.  
 
Intensidad de flourescencia verde
E
ve
nt
os
64
128
192
256
100 101 103102 104
E
ve
nt
os
 
Figura 4. La restitución del colesterol de 
membrana normaliza el nivel de 
asociación de B. pertussis con los 
neutrófilos. GFP-B. pertussis no opsonizada 
fue incubada (Rib/c 500) durante 20 min a 37 
ºC con neutrófilos sin tratar (área gris) o 
tratados con MβCD y posteriormente 
incubados con DMEM-BSA (línea continua) 
o con 8 mg/ml de colesterol soluble en 
DMEM-BSA (línea de puntos). Las células 
fueron lavadas, fijadas y analizadas mediante 
citometría de flujo. Se muestran histogramas 
representativos de 2 experimentos 
independientes. 
 
 
 
 Los rafts lipídicos se encuentran enriquecidos en proteínas ancladas a GPI que 
interaccionan temporalmente con otros receptores proteicos mediando una serie de 
funciones celulares [22]. Trabajos previos indican que miembros de la familia de las β2-
integrinas, entre los que se encuentra CR3, participan activamente en esta interacción 
[23-25]. Debido a ello se investigó si componentes proteicos están involucrados en la 
asociación de B. pertussis con dominios rafts. Para ello se evalúo la adhesión de B. 
pertussis con neutrófilos pretratados con tripsina. El tratamiento con esta proteasa 
redujo significativamente la interacción de B. pertussis con los neutrófilos, sin embargo 
no se observó un efecto aditivo cuando los PMN fueron tratados tanto con MβCD como 
con tripsina. Estos resultados sugieren que la interacción de B. pertussis con los 
neutrófilos involucra componentes proteicos que se encuentran física o funcionalmente 
asociados a dominios rafts lipídicos (Fig. 5).  
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Figura 5. Componentes proteicos están involucrados en la interacción de B. pertussis con dominios 
rafts lipídicos. Neutrófilos tratados con MβCD (10 mg/ml), con tripsina (0,5 %) o con tripsina + MβCD 
fueron incubados con GFP- B. pertussis no opsonizada (Rib/c 500) durante 20 min a 37ºC y analizados 
mediante citometría de flujo. El nivel de asociación de bacterias incubadas con neutrófilos sin tratar 
(control) se fijó como 100 %. Los valores representan la media ± DE de seis experimentos independientes 
utilizando neutrófilos de diferentes donantes. La interacción de B. pertussis con neutrófilos tratados con 
MβCD o tripsina no difiere significativamente de la interacción de la bacteria con neutrófilos tratados con 
tripsina + MβCD (*P<0.05).  
 
 
 Si bien en la Figura 2 se observa que los rafts lipídicos están involucrados en la 
adhesión de B. pertussis a neutrófilos únicamente cuando la bacteria no se encuentra 
opsonizada por anticuerpos, esto no significa necesariamente que los dominios lipídicos 
están involucrados en la fagocitosis en una u otra condición. En estudios anteriores se 
observó que en ausencia de anticuerpos la fagocitosis de B. pertussis por este tipo 
celular es prácticamente inexistente [2]. Sin embargo en ese estudio no se normalizó el 
nivel de adhesión y por lo tanto la ausencia de fagocitosis puede haberse debido 
fundamentalmente a la baja adhesión. En este estudio, habiendo logrado un nivel de 
adhesión bacteriana comparable a bacterias opsonizadas se investigó nuevamente la 
fagocitosis de B. pertussis en ausencia de anticuerpos. Como puede verse en la Figura 6, 
aunque en un nivel menor que en presencia de anticuerpos, B. pertussis no opsonizada 
es fagocitada por los neutrófilos humanos. Con el fin de evaluar si los rafts lipídicos 
están involucrados en la fagocitosis de B. pertussis se trataron neutrófilos humanos con 
o sin MβCD y luego se los incubó con B. pertussis opsonizada con IgG o no 
opsonizada. La fagocitosis se determinó por citometría de flujo. La internalización se 
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expresó en función del número de bacterias adheridas lo cual permitió evaluar la 
fagocitosis de forma independiente de la adhesión inicial obtenida bajo las diferentes 
condiciones. El tratamiento con MβCD redujo significativamente el nivel de fagocitosis 
de B. pertussis no opsonizada. Por el contrario, en presencia de anticuerpos 
opsonizantes la internalización no se vio afectada por este tratamiento, lo cual indica 
que la fagocitosis mediada por el FcγR no se encuentra sensiblemente afectada por la 
extracción del colesterol (Fig. 6). Paralelamente se evaluó la fagocitosis de E. coli 
DH5α como control negativo, ya que se sabe que en la fagocitosis de esta bacteria no 
están involucrados dominios rafts [12, 21]. En la figura 6 se observa que la fagocitosis 
de E. coli DH5α no se vio afectada por el tratamiento con MβCD (Fig. 6).  
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Figura 6. La extracción de colesterol reduce la fagocitosis de B. pertussis no opsonizada. Los 
neutrófilos fueron incubados con medio DMEM-BSA (control) o con medio conteniendo 10 mg/ml de 
MβCD (ciclodextrina). Posteriormente, B. pertussis no opsonizada (Rib/c 500), B. pertussis opsonizada 
con IgG (Rib/c 50) o E. coli DH5α (Rib/c 500) expresando GFP fueron incubadas con los PMN durante 
20 min a 37 ºC. Los neutrófilos fueron luego lavados y divididos en dos alícuotas. Una alícuota fue 
mantenida en hielo (nivel inicial de adhesión) mientas que la otra alícuota fue incubada durante 1h a 37 
ºC para permitir que la internalización transcurra. B. pertussis-IgG opsonizada unida a la superficie fue 
detectada en ambas alícuotas mediante la adición de fragmentos F(ab)2 de anticuerpos anti-IgG humana 
conjugados con PE. B. pertussis no opsonizada unida a la superficie fue detectada por incubación con 
anticuerpo policlonal anti-B. pertussis de conejo seguido por fragmentos F(ab)2 de anticuerpos anti-IgG 
de conejo conjugados con PE. De forma similar, E. coli DH5α unida a la superficie de membrana fue 
detectada mediante la incubación con suero anti-E. coli de conejo seguido por la incubación con 
fragmentos F(ab)2 de anticuerpos anti-IgG de conejo conjugados con PE. La fagocitosis se expresó como 
el porcentaje de bacterias adheridas que fueron fagocitadas. Los datos presentados representan la media ± 
DE de cuatro experimentos independientes utilizando neutrófilos de diferentes donantes. La fagocitosis de 
B. pertussis no opsonizada difiere significativamente de la fagocitosis de B. pertussis opsonizada con IgG 
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(*P<0.05). La fagocitosis de B. pertussis no opsonizada por neutrófilos tratados con MβCD difiere 
significativamente de la fagocitosis de B. pertussis no opsonizada por neutrófilos sin tratar (**P<0,05). 
 
4.3.2. En ausencia de anticuerpos B. pertussis inhibe su tráfico a lisosomas 
en un proceso dependiente de colesterol 
 Se utilizó microscopía confocal para estudiar el tráfico intracelular de B. 
pertussis en ausencia y en presencia de anticuerpos opsonizantes. Los estudios indican 
que bajo condiciones no opsonizantes aproximadamente el 70 % de las bacterias 
colocaliza con flotilina, un marcador de rafts lipídicos, luego de 20 min de incubación 
con los neutrófilos (Fig. 7, panel a y Tabla 1) En contraste, el porcentaje de 
colocalización con flotilina fue mínimo en el caso de B. pertussis opsonizada con IgG o 
E.coli DH5α (Fig. 7, paneles d y c respectivamente) confirmando resultados anteriores 
que indican que estos dominios participan específicamente en la interacción de B. 
pertussis con los neutrófilos bajo condiciones no opsonizantes. La extracción del 
colesterol  de  membrana  con  MβCD  causó  una  significativa  desorganización  de los  
 
 
  
 
Figura 7. En ausencia de anticuerpos opsonizantes B. pertussis colocaliza con el marcador de 
dominios lipídos flotilina. Neutrófilos humanos tratados con o sin MβCD fueron incubados durante 20 
min a 37 ºC con GFP-B. pertussis no opsonizada (Rib/c 500), GFP-B. pertussis IgG opsonizada (Rib/c 50) 
o GFP-E. coli DH5α no opsonizada (Rib/c 500). Posteriormente fueron lavados, fijados y permeabilizados 
previo al agregado de anticuerpos anti-flotilina. El panel (a) muestra a B. pertussis no opsonizada (verde) 
colocalizando con flotilina marcada con CY3 (rojo). Los paneles (c) y (d) muestran la ausencia de 
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colocalización de E. coli DH5α y de B. pertussis IgG-opsonizada con flotilina, respectivamente. Los 
paneles (b) y (e) muestran la ausencia de colocalización de B. pertussis no opsonizada y B. pertussis 
opsonizada con IgG con flotilina luego del tratamiento de los neutrófilos con MβCD. Se muestran paneles 
representativos de 2 experimentos independientes. 
 
 
dominios rafts acompañado por una disminución en el porcentaje de colocalización de 
B. pertussis con flotilina (Fig. 7, panel b y Tabla 1). Por lo contrario, el porcentaje de 
colocalización con flotilina de B. pertussis opsonizada con IgG no se vio afectado por 
este tratamiento (Fig. 7, panel e y Tabla 1). Estos resultados confirman la intervención 
de los dominios rafts en la interacción de B. pertussis no opsonizada con neutrófilos 
humanos. 
 
 
Tabla 1. Dominios lipídicos en el tráfico intracelular de B. pertussis  en neutrófilos humanos.
20 min 1 h 20 min 1 h 20 min 1 h
control 500 70±10 60±15 4±1 5±3 70±15 60±12
MβCD 500 10±3 8±3 40±15 74±10 5±2 3±2
control 50 8±3 6±3 82±8 85±12 6±3 4±2
MβCD 50 5±2 6±4 75±5 80±9 4±1 2±1
No opsonizada
Opsonizada
Transferrina b Tratamiento 
bacteriano
Tratamiento 
del neutrófilo
Rib/c 
Flotilina a  LAMP a
 
a Porcentaje de bacterias colocalizando con flotilina o LAMP luego de 20 min o 1 h de incubación con 
neutrófilos a 37 ºC. Los resultados mostrados representan la media ± DE de tres experimentos 
independientes realizados con diferentes donantes. 
b Porcentaje de colocalización con transferrina. PMN incubados durante 20 min o 1 h con GFP-B. 
pertussis fueron lavados e incubados con Alexa transferrina-495 durante otros 45 min. Los resultados 
mostrados representan la media ± DE de tres experimentos independientes realizados con diferentes 
donantes. 
 
 
 Como ya se mencionó, la utilización de rafts lipídicos como receptores de 
ingreso a la célula inmune determina que ciertos patógenos sean dirigidos hacia 
compartimientos no lisosomales favoreciendo su sobrevida [12, 26-28]. En trabajos 
previos de nuestro grupo se ha demostrado que la fagocitosis de B. pertussis no 
opsonizada con anticuerpos no dispara el estallido respiratorio [2], sin embargo, la 
capacidad del neutrófilo de mediar una respuesta bactericida a través de la liberación del 
contenido de sus gránulos en respuesta a la interacción con B. pertussis no ha sido aun 
investigada. La fusión de los gránulos azurófilos (lisosomas secretorios especializados) 
con fagosomas nacientes  ocurre rápidamente en los neutrófilos determinando que parte 
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del contenido sea liberado al medio extracelular [1]. Debido a ello, es posible seguir la 
biogénesis del fagolisosoma midiendo la liberación de enzimas en el sobrenadante 
celular [29]. El nivel de fusión de B. pertussis no opsonizada y opsonizada con IgG con 
los gránulos azurófilos fue evaluado midiendo la actividad de la enzima lisosomal β- 
glucuronidasa [1]. En la Figura 8 se muestra que la enzima es eficientemente liberada 
solo cuando la bacteria se encuentra opsonizada con anticuerpos, bajo condiciones no 
opsonizantes la liberación no es significativa sugiriendo que en ausencia de anticuerpos 
la fusión de B. pertussis con los gránulos azurófilos no se produce.  
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Figura 8. Bajo condiciones no opsonizantes B. pertussis no induce la liberación de la enzima 
lisosomal β-glucuronidasa. Los neutrófilos fueron incubados con DMEM-BSA (control), B. pertussis no 
opsonizada (Rib/c 500) o B. pertussis IgG opsonizada (Rib/c 50) durante 1 h a 37 ºC. El porcentaje de β- 
glucuronidasa liberado al medio extracelular fue expresado en función del contenido total de β- 
glucuronidasa en la célula. Los datos presentados representan la media ± DE de tres experimentos 
independientes utilizando neutrófilos de diferentes donantes. La liberación de β- glucuronidasa inducida 
por B. pertussis opsonizada con IgG difiere significativamente de la liberación inducida por B. pertussis 
no opsonizada (*P<0,05). 
 
 
 Se empleó microscopía confocal para evaluar el tráfico intracelular en cada 
condición. Según se pudo observar, bajo condiciones no opsonizantes un alto porcentaje 
de bacterias no colocaliza con el marcador de membrana lisosomal LAMP-1 
confirmando que B. pertussis evade la fusión con lisosomas. Llamativamente, el 
tratamiento de los neutrófilos con MβCD determinó que la mayor parte de las bacterias 
no opsonizadas fagocitadas sean dirigidas a compartimientos lisosomales (Fig. 9, Tabla 
1) sugiriendo que la entrada de B. pertussis a través de dominios ricos en colesterol 
facilita el tránsito de la bacteria a compartimientos no lisosomales.  
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Figura 9. La interacción con rafts lipídicos permite a B. pertussis no opsonizada evadir la fusión con 
lisosomas. Neutrófilos humanos tratados con medio DMEM-BSA (panel a) o medio DMEM-BSA-MβCD 
(panel b) fueron incubados durante 20 min a 37 ºC con GFP-B. pertussis no opsonizada (Rib/c 500), 
lavados y posteriormente incubados durante 1 h para permitir que la fagocitosis transcurra. La tinción de 
los compartimientos lisosomales se realizó utilizando como primer anticuerpo anti-LAMP1 humana y 
como segundo anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con CY3. El panel a muestra la ausencia de 
colocalización de B. pertussis con el marcador LAMP-1. El panel b muestra a B. pertussis colocalizando 
con LAMP-1, reflejado por la presencia de áreas amarillas. Se muestran paneles representativos de 2 
experimentos independientes. 
 
 
 En trabajos previos se demostró que cuando B. pertussis se encuentra 
opsonizada con anticuerpos, es transportada eficientemente a compartimientos 
lisosomales [2]. Nuestros ensayos muestran resultados similares. Las bacterias 
opsonizadas presentaron un alto porcentaje de colocalización con LAMP-1. Este 
porcentaje no cambió en neutrófilos tratados con MβCD indicando que este tratamiento 
no altera significativamente el tráfico intracelular de B. pertussis fagocitada a través de 
los FcγR. (Fig. 10 y Tabla 1). 
 
 
 
 
Figura 10. Bajo condiciones opsonizantes B. pertussis es dirigida a compartimientos lisosomales en 
un mecanismo independiente de los dominios lipídicos. Neutrófilos humanos tratados con medio 
DMEM-BSA (panel a) o medio DMEM-BSA-MβCD (panel b) fueron incubados durante 20 min a 37 ºC 
con GFP-B. pertussis IgG opsonizada (Rib/c 50), lavados y posteriormente incubados durante 1 h para 
permitir la fagocitosis. La tinción de los compartimientos lisosomales se realizó según a sido detallado en 
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la Fig. 9. Los paneles a y b muestran a B. pertussis IgG opsonizada colocalizando con LAMP-1, reflejado 
por la presencia de áreas amarillas. Se muestran paneles representativos de al menos 2 experimentos 
independientes. 
 
 
4.3.3. B. pertussis permanece en compartimientos que tienen acceso a 
endosomas tempranos  
 Los resultados anteriores indican que B. pertussis bajo condiciones no 
opsonizantes reside en compartimientos que no poseen el marcador lisosomal LAMP-1, 
con el fin de elucidar si la bacteria permanece en compartimientos con características de 
endosomas tempranos y tiene acceso a nutrientes estudiamos la colocalización de B. 
pertussis con transferrina. En la Figura 11 puede observarse que únicamente B. 
pertussis no opsonizada colocaliza con esta molécula, lo cual indica que luego de ser 
fagocitada a través de dominios ricos en colesterol, B. pertussis se localiza en vacuolas 
endosomales que tienen acceso a endosomas de reciclaje. La extracción de colesterol 
mediante MβCD determinó una disminución en el porcentaje de colocalización 
confirmando el rol de los dominios rafts en el tráfico intracelular de B. pertussis.  
 
 
 
 
Figura 11. Bajo condiciones no opsonizantes B. pertussis permanece en endosomas tempranos. 
Neutrófilos tratados con medio DMEM-BSA (panel a y c) o medio DMEM-BSA-MβCD (panel b) fueron 
incubados durante 20 min a 37 ºC con GFP-B. pertussis no opsonizada (Rib/c 500) (paneles a y b) o GFP-
B. pertussis opsonizada con IgG (Rib/c 50) (panel c), lavados y posteriormente incubados durante 1 hora a 
37 ºC para permitir la fagocitosis. Los neutrófilos fueron analizados mediante microscopía confocal luego 
de ser incubados durante 45 min con Alexa-trasferrina-594 (10 µg/ml). El panel a muestra a B. pertussis 
colocalizando con transferina reflejado por la presencia de áreas amarillas. Los paneles b y c muestran la 
ausencia de colocalización con este marcador. Se muestran paneles representativos de 2 experimentos 
independientes. 
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4.3.4. La entrada a través de dominios ricos en colesterol determina que B. 
pertussis sobreviva a la interacción con los neutrófilos 
 En estudios de sobrevida se observó que en ausencia de anticuerpos 
opsonizantes B. pertussis tiene una sobrevida mayor que bajo condiciones opsonizantes 
(Tabla 2). Sin embargo, cuando los neutrófilos fueron previamente tratados con MβCD 
se observó una significativa reducción en el número de bacterias viables bajo 
condiciones no opsonizantes sugiriendo que la entrada de B. pertussis a través de 
dominios ricos en colesterol protege a la bacteria de la actividad bactericida de los 
neutrófilos. Ni la sobrevida de B. pertussis opsonizada con IgG, ni la de E. coli DH5α se 
vio afectada por este tratamiento. Estos resultados demuestran que en ausencia de 
anticuerpos B. pertussis es capaz de evadir la acción bactericida de los neutrófilos a 
través de un mecanismo dependiente de dominios rafts.  
 
Tabla 2. Los dominios ricos en colesterol están involucrados en la sobrevida de B. pertussis no opsonizada.
control 500 25±3 77±4 (19±1) 4.8
MβCD 500 7.3±0.5 57±4 (4,1±0.3) 1.3
control 50 35±4 86±2 (30,0±0.7) 0.05
MβCD 50 37±5 87±5 (32±2) 0.05
Opsonizada
Porcentaje de 
fagocitosis a
Sobrevida bacteriana (% 
respecto a bacterias 
internalizadas) b
No opsonizada
Bacteria Tratamiento PMN
Rib/c 
Adhesión 
(bacterias por 
célula)
 
a El número de bacterias internalizadas está expresado en paréntesis. Los datos presentados representan la 
media ± DE de tres experimentos independientes. 
b Porcentaje de bacterias vivas luego del tratamiento con polimixina B. 
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4.4. Discusión 
 
 La interacción de B. pertussis con los neutrófilos en ausencia de anticuerpos 
puede tener un rol importante en el control del proceso infeccioso dada la baja 
concentración de anticuerpos opsonizantes presentes en el tracto respiratorio. Sin 
embargo, se han realizado pocos estudios tenientes a evaluar la respuesta bactericida de 
los neutrófilos tras el contacto con B. pertussis. En este estudio, se han encontrado 
evidencias que indican que la fagocitosis de B. pertussis a través de dominios ricos en 
colesterol determina que la bacteria sobreviva a la interacción con una de las células 
más agresivas del sistema inmune. Este mecanismo de inmunoevasión podría contribuir 
a la persistencia de B. pertussis en el tracto respiratorio de huéspedes no inmunes o con 
inmunidad reducida y favorecer la colonización. 
 Los neutrófilos median la destrucción de los patógenos a través de tres 
mecanismos: la fagocitosis del microorganismo infeccioso, la generación de derivados 
tóxicos del oxígeno y la liberación de moléculas microbicidas presentes en sus gránulos 
[30]. Bajo condiciones fisiopatológicas, mientras la exocitosis de los gránulos 
específicos es iniciada por estímulos solubles o partículas, los gránulos azurófilos, un 
tipo especializado de lisosomas secretorios, son movilizados en respuesta a la 
fagocitosis de partículas [31]. La movilización de estos gránulos ocurre rápidamente 
fusionándose con fagosomas nacientes que aun no se encuentran completamente 
cerrados [32, 33]. Debido a ello, la presencia de enzimas características de estos 
gránulos en el medio extracelular refleja el nivel de fusión con la partícula fagocitada 
[31, 33]. En el presente Capítulo se investigó la movilización de los gránulos azurófilos 
en respuesta a B. pertussis no opsonizada y opsonizada con IgG a través de la 
determinación de la liberación de la enzima lisosomal β- glucuronidasa. Los resultados 
indican que sólo en presencia de anticuerpos opsonizantes existe una liberación 
significativa de esta enzima sugiriendo que en ausencia de anticuerpos la fusión de B. 
pertussis con los lisosomas no se produce. Estos resultados confirman estudios previos 
de nuestro grupo que indican que la interacción de B. pertussis con neutrófilos humanos 
bajo condiciones no opsonizantes, a diferencia de la mediada por anticuerpos, no induce 
la generación del estallido respiratorio [2] e indican que este patógeno es capaz de 
evadir dos de los principales mecanismos bactericidas que presenta esta célula inmune.  
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 El tipo de receptores involucrados en el proceso de fagocitosis determina en 
muchos casos el destino final de la partícula fagocitada. La microagregación de los FcR 
en respuesta a la interacción con B. pertussis opsonizada con IgG o IgA pone en marcha 
la transducción de señales conducente a la activación celular y el transporte de la 
partícula fagocitada a compartimientos lisosomales [2]. En ausencia de anticuerpos, 
CR3 es probablemente el principal receptor involucrado en la adhesión de B. pertussis a 
la célula inmune. La transducción de señales desencadenada en respuesta a su 
interacción aun no ha sido del todo esclarecida, sin embargo, se ha demostrado que 
determinados factores de virulencia, entre los cuales se incluyen fimbria, toxina 
pertussis y FHA incrementan la capacidad de unión de CR3 a B. pertussis sugiriendo 
que B. pertussis estimula su propia adhesión a través de este receptor [4, 10, 34, 35] 
favoreciendo posiblemente su sobrevida [6]. Los resultados que se muestran en este 
Capítulo demuestran por primera vez que, además de CR3, la presencia de dominios 
rafts asegura que B. pertussis sea transportada a estructuras subcelulares que no se 
fusionan con los lisosomas. El tratamiento de los PMN con drogas que secuestran 
colesterol y desorganizan los dominios lipídicos conlleva a una reducción tanto en la 
adhesión como en la fagocitosis de B. pertussis no opsonizada. La sobrevida intracelular 
también se ve disminuida sugiriendo que la entrada a través de estos dominios posibilita 
la captura y la fagocitosis de B. pertussis pero la protege de la acción celular bactericida 
de la célula inmune traduciendo la fagocitosis en un mecanismo de persistencia para la 
bacteria. Por el contrario, el tratamiento de los neutrófilos con MβCD no altera la 
fagocitosis ni sobrevida de B. pertussis opsonizada con IgG la cual es eficientemente 
capturada y destruida por el neutrófilo, indicando que la extracción de colesterol no 
afecta sensiblemente la internalización mediada por receptores Fcγ. Un aspecto 
importante es que el nivel de expresión de ninguno de estos receptores (CR3 o FcγR) se 
altera significativamente por el tratamiento con MβCD y no se observó expresión de 
FcγRI indicando que el neutrófilo no se activa en respuesta al tratamiento con MβCD en 
ninguno de los estudios. Por otro lado, la adhesión y fagocitosis de E.coli DH5α no se 
vio afectada en neutrófilos tratados con MβCD, indicando que la depleción del 
colesterol de membrana no modifica la funcionalidad del neutrófilo. Por otro lado, el 
agregado externo de colesterol a neutrófilos tratados con MβCD permite restaurar el 
nivel de adhesión de B. pertussis confirmando el requerimiento específico de esta 
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molécula en la interacción de B. pertussis con la célula inmune bajo condiciones no 
opsonizantes.  
 Se ha sugerido que los rafts participan en procesos de transducción de señales 
acercando a los receptores a sus moléculas de señalización y excluyendo de forma 
temporal a otras (ej: moléculas de regulación negativa). En neutrófilos se ha encontrado 
que CR3 se asocia a varias proteínas ancladas por GPI entre las que se incluyen CD14 
[36], FcγRIIIb [37], uPAR [38] y GPI-80 [39] para regular distintas funciones celulares. 
Debido a que estas proteínas no tienen dominios transmembrana o citoplasmáticos, la 
interacción con esta integrina facilitaría la iniciación de cascadas de señalización [24]. 
Es probable entonces que el efecto sobre la adhesión y la fagocitosis que tiene el 
tratamiento de los neutrófilos con MβCD se deba en parte a la disrupción de 
plataformas lipídicas impidiendo la micro agregación de moléculas involucradas en la 
interacción de B. pertussis con la célula inmune como CR3. Mediante el tratamiento de 
los neutrófilos con tripsina se pudo comprobar que componentes de naturaleza proteica 
participan en la interacción de B. pertussis con dominios ricos en colesterol, lo cual 
avala la hipótesis de que los rafts lipídicos, actuando como plataformas de agregación, 
podrían facilitar la interacción de B. pertussis con sus receptores y la iniciación de 
eventos de señalización celular que conllevan a la fagocitosis de la bacteria y su 
eventual sobrevida.  
 Mediante microscopía confocal se comprobó que en ausencia de anticuerpos B. 
pertussis interacciona con flotilina, un marcador de raft lipídicos, y que el ingreso a 
través de estos dominios determina que B. pertussis sea transportada hacia 
compartimientos no lisosomales (LAMP negativos) que tienen acceso a endosomas de 
reciclaje y por lo tanto a nutrientes. La incorporación de componentes rafts a la 
membrana del fagosoma determina que una gran variedad de microorganismos sean 
transportados a compartimientos no lisosomales [12, 13, 26, 40-42]. Bajo condiciones 
no opsonizantes, B. pertussis es transportada a lisosomas solo cuando los neutrófilos 
son previamente tratados con MβCD lo cual indica que este patógeno utiliza, de forma 
similar a otros patógenos, la entrada a través de dominios rafts para asegurar su 
sobrevida.  
 A modo de resumen, los resultados presentados en este Capítulo muestran por 
primera vez que en ausencia de anticuerpos la fagocitosis de B. pertussis se produce a 
través de dominios rafts lipídicos que determinan que la bacteria no sea transportada 
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hacia compartimientos lisosomales favoreciendo su acceso a nutrientes en localización 
intracelular y su sobrevida.  
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4.5. Conclusiones 
 
 Los resultados descritos en este Capítulo demuestran que bajo condiciones no 
opsonizantes B. pertussis es capaz de sobrevivir a la interacción con los neutrófilos y 
ponen énfasis en la importancia de la presencia de anticuerpos opsonizantes en el sitio 
de infección para combatir la infección. La fagocitosis de B. pertussis bajo condiciones 
no opsonizantes no sólo no dispara el estallido respiratorio, lo cual fue probado en 
trabajos previos [2], sino que no induce la fusión de los fagosomas nacientes con los 
gránulos azurófilos (lisosomas secretorios especializados) determinando que un alto 
porcentaje de bacterias sobreviva. Por el contrario B. pertussis opsonizada con IgG no 
sólo es capturada y fagocitada de forma más eficiente que bajo condiciones no 
opsonizantes sino que es transportada a compartimientos lisosomales donde es 
inactivada.  
 Los rafts lipídicos están involucrados en la adhesión, fagocitosis y sobrevida de 
B. pertussis bajo condiciones no opsonizantes. El ingreso a través de estos dominios 
determina que la bacteria sea transportada hacia compartimientos no lisosomales con 
acceso a endosomas de reciclaje donde sobrevive.  
  La sobrevida de B. pertussis a la interacción con neutrófilos humanos podría ser 
crítica en huéspedes no inmunes o con inmunidad disminuida, como lo son los 
adolescentes y adultos, y contribuir significativamente a la persistencia de esta bacteria 
en el tracto respiratorio. 
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CAPÍTULO 5 
 
5. B. pertussis es capaz de duplicarse en macrófagos humanos lo 
que la convierte en un patógeno intracelular facultativo y a éste 
tipo celular en un posible nicho de persistencia. 
 
5.1. Introducción 
 
 Durante el curso normal de una infección respiratoria, tanto neutrófilos como 
macrófagos son reclutados de la sangre al sitio de infección. Estas células fagocitan y 
degradan los microorganismos invasores constituyendo un elemento importante de la 
inmunidad innata. Mediante el procesamiento de microorganismos dentro de sus 
compartimientos intracelulares, los macrófagos presentan a su vez antígenos a los 
linfoncitos T promoviendo la inmunidad adaptativa. Estudios realizados in vitro y 
utilizando ratones knockout sugieren que la inmunidad celular juega un rol importante 
en la eliminación de B. pertussis [1-5] y que el INF-γ participa activamente en este 
proceso [6-9]. Aunque esta respuesta es típicamente desarrollada para combatir 
patógenos intracelulares [10], B. pertussis no es considerada un patógeno invasivo y no 
ha podido ser demostrado hasta el momento que B. pertussis presente un estadio 
intracelular durante el período infeccioso. Los resultados mostrados en el Capítulo 3 
indican, sin embargo, que B. pertussis es capaz de ingresar a las células epiteliales y 
sobrevivir durante períodos relativamente prolongados en este tipo celular, evadiendo la 
respuesta inmune y permitiendo, probablemente, la infección de otras células. A su vez, 
se ha demostrado que, en ausencia de anticuerpos, B. pertussis es capaz de evadir la 
acción bactericida de los neutrófilos (Capítulo 4) facilitando su permanencia en el tracto 
respiratorio. Una serie de evidencias parecen indicar que la infección con B. pertussis 
conlleva también a una alteración de la función efectora del macrófago. En un estudio 
realizado in vitro se ha encontrado que, en ausencia de anticuerpos, B. pertussis es 
capaz de sobrevivir por varios días dentro de estas células inmunes [11] lo cual ha sido 
parcialmente confirmado in vivo. En estudios llevado a cabo utilizando modelos de 
infección animal se ha encontrado que B. pertussis permanece viable dentro de 
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macrófagos alveolares de ratón y conejo por más de 21 días de iniciada la infección [12, 
13]. Por otro lado, B. pertussis ha sido hallada en macrófagos alveolares de niños 
coinfectados con el virus de inmunodeficiencia humana [14] y en infantes en los cuales 
se ha confirmado neumonía provocada por B. pertussis [15]. Estos hallazgos podrían 
indicar que los macrófagos constituyen en si mismos nichos de persistencia intracelular 
lo que podría explicar datos clínicos y epidemiológicos bien documentados pero 
escasamente comprendidos así como la necesidad de una respuesta celular para 
combatir la infección.  
 Los estudios de interacción de B. pertussis con macrófagos han estado 
principalmente enfocados en la caracterización de las adhesinas y los receptores 
involucrados en la adhesión de esta bacteria a estas células inmunes [16-19]. Sin 
embargo, poco se conoce respecto al destino final de la bacteria una vez fagocitada. En 
el Capítulo anterior hemos mostrado que B. pertussis es capaz de sobrevivir a la acción 
bactericida de los neutrófilos evadiendo su fusión con lisosomas cuando es internalizada 
en ausencia de anticuerpos opsonizantes. Estos hallazgos sugieren que B. pertussis ha 
desarrollado mecanismos que le permiten evadir la biogénesis del fagolisosoma. Sin 
embargo, dada su corta vida media, es muy poco probable que estas células puedan 
constituir reservorios prolongados de esta bacteria. Los fagocitos mononucleares, en 
cambio, en virtud de su alta capacidad fagocítica y su larga vida media (meses) 
funcionan como nicho de persistencia de una gran variedad de patógenos intracelulares.  
 En este capítulo se describen estudios que intentan caracterizar la interacción de 
B. pertussis con macrófagos humanos, en particular, el tráfico intracelular de la misma 
una vez fagocitada y la capacidad de B. pertussis de persistir en este tipo celular. 
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5.2. Materiales y métodos 
 
5.2.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 
 Para la realización de este estudio se utilizaron la cepa salvaje B. pertussis 
Tohama I y la cepa BPM3183, una mutante defectiva en la expresión de ACT derivada 
de Tohama I [20], transformadas con el plásmido pCW505 (provisto gentilmente por 
Dr. Weiss, Cincinnati, Ohio) que induce la expresión citoplasmática de la proteína 
fluorescente verde GFP (Green Fluorescent Protein) sin alterar el crecimiento o la 
expresión de antígenos [21]. Las bacterias fueron cultivadas en placas de Agar Bordet 
Gengou (DIFCO Laboratories, USA), suplementada con 15 % v/v de sangre 
desfibrinada de carnero (ABGs), durante 72 hs a 37 ºC. Al cabo de este tiempo se repicó 
en una nueva placa ABGs y se cultivó a 37 ºC durante 24 hs.  
 
5.2.2. Anticuerpos y sueros
 Los siguientes anticuerpos fueron utilizados en este ensayo: mAc de ratón anti-
proteína lisosomal asociada a membrana (LAMP-1) (Pharmingen, San Diego, CA, 
USA), mAc de ratón anti-Rab5 humana (Pharmingen, San Diego, CA, USA). 
Fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG de ratón conjugados con CY3 
(Molecular Probes, OR, USA), fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG de 
conejo conjugados con CY3 (Jackson InmunoResearch, West Grove, USA) y 
fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con FITC 
(Jackson InmunoResearch, West Grove, USA). 
 También fueron utilizadas fracciones de IgG obtenidas a partir de un pool de 
sueros de pacientes con elevado título contra B. pertussis, según se determinó por 
ELISA [22], obtenida como se describe en Rodriguez et al. [23] y suero de conejo anti-
B. pertussis obtenido según se describe en Hellwig et al. [13]. 
 
5.2.3. Citometría de flujo 
 Los anticuerpos monoclonales anti-CD14, anti-CD206 y anti-HLA-DR 
conjugados con FITC; anti-CD11c conjugado con APC, anti-CD11b conjugado con PE 
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y anti CD1a conjugado con PE Cy5 y sus respectivos controles de isotipo fueron 
obtenidos de BD Biosciences. GFP-B. pertussis o B. pertussis marcada con suero de 
conejo anti-B. pertussis seguido de la incubación con fragmentos F(ab)2 de anticuerpos 
anti-IgG de conejo conjugados con CY3, fue utilizada en experimentos diseñados para 
evaluar el fenotipo de las células infectadas. Luego de la tinción las células fueron 
lavadas y fijadas con paraformaldehído 3 % p/v. El nivel de fluorescencia fue 
determinado utilizando citometría de flujo (Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ, USA) 
Para evitar la unión inespecífica de los mAc todas las incubaciones fueron realizadas en 
presencia de suero humano inactivado por calor al 25 % v/v. Los datos fueron 
procesados utilizando el software CellQuest (BD Biosciences).  
 
5.2.4. Aislamiento de macrófagos 
 Las células mononucleares humanas de sangre periférica (PBMC) fueron 
obtenidas a partir de donantes voluntarios mediante gradiente de centrifugación en 
Ficoll-Paque (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) según ha sido previamente descrito 
[24]. Las células mononucleares fueron lavadas y resuspendidas en DMEM conteniendo 
10 % v/v de suero humano inactivado por calor (SH). Esta capa se encuentra 
enriquecida en monocitos y linfocitos, para eliminar estos últimos, las células fueron 
colocadas en placas de 6 pocillos de 2 cm de diámetro cada uno (1 x 107 células/pocillo) 
en los cuales se colocó, previo al agregado de las células, un cubreobjeto cuadrado de 
vidrio de 20 mm. Las células se incubaron durante 2 hs a 37 ºC en 5 % CO2. Las células 
no adheridas (linfocitos) fueron removidas mediante tres lavados en DMEM-SH 10 % 
v/v y finalmente los macrófagos adheridos fueron cultivados durante 6 días en DMEM-
SH 10 % v/v previo al agregado de B. pertussis.  
 En determinados experimentos los monocitos humanos fueron aislados a partir 
de PBMCs mediante centrifugación en gradiente de Percoll. 
 
5.2.5. Ensayos de infección 
 Los macrófagos se lavaron con DMEM-BSA 0.2 % p/v (DMEM-BSA) previo a 
la infección con GFP-B. pertussis suspendida en DMEM-BSA (Rib/c 20 ó 50). El 
inóculo bacteriano fue cuantificado mediante recuento en placas ABGs. Para facilitar la 
interacción entre las bacterias y los macrófagos, las células fueron centrifugadas durante 
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5 min a 640 x g. Posteriormente los macrófagos fueron incubados durante 20 min a 37 
°C con 5 % CO2, y lavados para eliminar las bacterias no adheridas. A menos que se 
especifique lo contrario, luego de estos lavados las células fueron incubadas durante 1 h 
a 37 ºC con sulfato de polimixina B (100 µg/ml) (Sigma), un antibiótico que no puede 
penetrar en las células eucariotas [25], para eliminar aquellas bacterias que no fueron 
removidas durante los lavados. Posteriormente la concentración de antibiótico fue 
reducida a 5 µg/ml. A determinados tiempos (2, 24, y 48 hs post-infección) los 
macrófagos se lavaron y la sobrevida bacteriana se determinó según se detalla a 
continuación. Macrófagos infectados fueron levantados mecánicamente y la muestra se 
dividió en dos alícuotas, una de ellas se utilizó para determinar el número de células 
inmunes viables mediante tinción con Trypan blue; la otra alícuota fue centrifugada a 
800 x g y lisada con saponina 0,1 % p/v en agua destilada durante 30 min a 4 ºC. 
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas en agua destilada las cuales fueron 
plaqueadas en placas ABGs para determinar el número de UFC. 
 En experimentos control se evaluó la actividad bactericida del antibiótico. 
Brevemente, muestras de 5 x 107 bacterias fueron incubadas con 1 ml de polimixina B 
(100 µg/ml) durante 1 h a 37 ºC, lavadas y plaqueadas en placas ABGs. El tratamiento 
determinó una disminución del 99,999 % de UFC. Paralelamente se determinó el 
número de UFC en los sobrenadantes de los cultivos celulares a diferentes tiempos post-
infección (2 hs, 24 hs y 48 hs postinfección) no detectándose bacterias viables en 
ninguno de estos tiempos. 
 En determinados experimentos, GFP-B. pertussis fue opsonizada con IgG 
humana (200 µg/mL) durante 30 min a 37 ºC previo a la incubación con los macrófagos 
(Rib/c de 20). 
 
5.2.6. Cuantificación de la fagocitosis 
 GFP-B. pertussis opsonizada con IgG o no opsonizada fueron suspendidas en 
DMEM-BSA e incubadas con macrófagos (Rib/c de 20), según fue detallado 
anteriormente. Luego de 20 min de incubación a 37 °C las bacterias no adheridas fueron 
removidas mediante la realización de tres lavados previos a la fijación con 
paraformaldehído al 3 % p/v. El número de bacterias adheridas y fagocitadas fue 
estimado mediante microcopia de fluorescencia. Para ello, las bacterias adheridas a la 
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superficie celular fueron detectadas mediante anticuerpos policlonales de conejo anti-B. 
pertussis (30 min a 4 ºC) a los que se detectó por incubación con fragmentos F(ab)2 de 
anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con CY3 (30 min a 4 ºC). En 
experimentos realizados con B. pertussis opsonizada con IgG las bacterias unidas a la 
superficie fueron detectadas por incubación con fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de 
cabra anti-IgG humana conjugados con CY3 (30 min a 4 ºC). Para evitar el pegado 
inespecífico de los anticuerpos a los receptores FcγR, todas las incubaciones fueron 
realizadas en presencia de 25 % v/v de suero normal humano inactivado por calor. Las 
muestras fueron analizadas mediante microscopía de fluorescencia utilizando un 
microscopio DMLB acoplado a una cámara DC 100 (Leica Microscopy Systems Ltd., 
Heerbrugg, Switzerland). El número de bacterias extracelulares (rojas y verdes) e 
intracelulares (verdes) fue evaluado mediante el recuento de al menos 100 macrófagos 
por preparado. Todos los experimentos fueron realizados al menos tres veces por 
triplicado utilizando macrófagos de diferentes donantes.  
 
5.2.7. Microscopía confocal 
 Los estudios de colocalización fueron realizados como ha sido descrito 
anteriormente [23], con algunas modificaciones. En forma breve, macrófagos incubados 
con GFP-B. pertussis durante 20 min a 37 ºC fueron lavados para remover bacterias no 
adheridas y posteriormente incubados con Lysotracker DND-99 (Molecular Probes) (5 
min a 37 °C) previo a ser fijados con paraformaldehído, o con 100 µg/ml de polimixina 
B durante 1 h a 37 ºC para estudios de colocalización a tiempos mayores. A las 2, 24 o 
48 hs postinfección algunos macrófagos fueron incubados con Lysotracker previo a su 
fijación y otros fueron directamente fijados. Aquellas muestras que no fueron teñidas 
con Lysotracker fueron lavadas, incubadas durante 10 min con NH4Cl 50 mM y tratadas 
con saponina 0,1 % p/v (Sigma) y BSA 0,5 % p/v en PBS durante 30 min. 
Posteriormente se realizó la incubación con anticuerpos monoclonales anti-LAMP-1 
(1:500) o anti-Rab5 (1:20) en presencia de saponina-BSA. Luego de tres lavados, los 
macrófagos fueron incubados con fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG 
de ratón conjugados con CY3. Para evitar la unión inespecífica de los anticuerpos todas 
las incubaciones fueron realizadas en presencia de 25 % v/v de suero humano 
inactivado por calor. En determinadas ocasiones, debido a un decaimiento en la 
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fluorescencia de la proteína GFP, las bacterias fueron teñidas con anticuerpo policlonal 
de conejo anti-B. pertussis seguido por incubación con fragmentos F(ab)2 de 
anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con FITC. 
 Las muestras fueron analizadas en un microscopio láser confocal marca 
Olympus FV 300. El porcentaje de bacterias contenidas en fagosomas que colocalizan 
con una marca determinada fue calculado mediante la observación de la menos 50 
fagosomas por donante. 
 
5.2.8. Estudios de adquisición de transferrina humana 
 Los estudios fueron realizados según se ha descrito anteriormente [26] con 
modificaciones menores. Brevemente, los macrófagos infectados fueron deplecionados 
de transferrina mediante la incubación con DMEM-BSA 1 % p/v durante 1 h a 37 ºC. 
Transcurrido ese tiempo fueron incubados con 10 µg/ml de transferrina marcada con 
Alexa-594 (Moleculas Probes) durante 10 min a 4 ºC en medio DMEM con BSA 1 % 
p/v para permitir la adhesión de la transferrina. Luego fueron incubados a 37 ºC durante 
5 min para que el ligando sea internalizado y posteriormente lavados con DMEM-BSA 
1 % p/v. Finalmente fueron incubados durante 45 min a 37 ºC y fijados para ser 
observados por microscopía confocal (Olympus FV 300, Japan). El porcentaje de 
bacterias que colocalizan con transferrina fue calculado mediante la observación de la 
menos 50 fagosomas conteniendo bacterias en cada experimento. 
 
5.2.9. Microscopía electrónica de transmisión 
 Macrófagos infectados con B. pertussis (Rib/c 20) durante 20 min a 37 ºC fueron 
lavados, tratados con polimixina B e incubados durante 48 hs a 37 ºC. Posteriormente 
las células fueron tratadas con glutaraldehído al 2 % v/v en PBS durante 2 hs a 4 ºC. Las 
muestras fueron postfijadas con 1% de tetróxido de osmio, deshidratadas con 
concentraciones crecientes de etanol y embebidas en parafina. Las secciones se 
obtuvieron utilizando un micrótomo de 5 µm de espesor, se colorearon con 
hematoxilina-eosina y se observaron en un microscopio de transmisión electrónica 
marca Philips EM 301.  
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5.2.10. Análisis estadístico 
Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado. Los resultados se 
analizaron estadísticamente mediante el análisis de varianza (ANOVA). Para la 
comparación de los valores obtenidos (medias) se utilizó el test de Menor Diferencia 
Significativa (LSD) con un grado de significación (P) de 0.05. 
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5.3. Resultados 
 
5.3.1. Estudio de la sobrevida de B. pertussis en macrófagos humanos 
 En el capítulo anterior se demostró que en ausencia de anticuerpos opsonizantes 
B. pertussis sobrevive a la acción bactericida de los neutrófilos. Sin embargo, la corta 
vida media de estas células las hace poco propicias para el establecimiento de un 
reservorio intracelular. Debido e ello, se estudió la interacción de B. pertussis con 
macrófagos humanos, los cuales, debido a su larga vida media, constituyen el hábitat de 
muchas bacterias intracelulares facultativas y constitutivas. 
 En una primera etapa se evaluó el estado de diferenciación de los monocitos 
aislados de sangre periférica humana luego de 6 días de incubación en DMEM-10 % v/v 
SH. Comparados con los monocitos recientemente aislados (día 0) se observa un 
incremento en la expresión de CD14, CD11c, CD11b y CD206, manteniéndose CD1a 
negativos, indicando que los mismos han adquirido características de macrófagos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Expresión de receptores en monocitos y monocitos diferenciados a macrófagos. PBMC 
obtenidos de sangre periférica fueron fijados con PFA (día 0) o incubados durante 6 días en medio 
DMEM + SH 10 % v/v en placas de polipropileno (día 6). Estos últimos fueron levantados y tratados con 
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PFA. La expresión de CD1a, CD14, CD206, CD11c y CD11b fue evaluada en ambas muestras mediante 
citometría de flujo.  
 
 
 Como primer paso para estudiar la interacción de B. pertussis con los 
macrófagos, se realizó un experimento que permitió evaluar la evolución de la infección 
en los macrófagos a lo largo del tiempo. Para ello, los macrófagos fueron incubados con 
B. pertussis (Rib/c 50) durante 20 min, lavados extensivamente para eliminar la mayor 
parte de las bacterias no adheridas, y posteriormente incubados durante 48 hs más a 37 
ºC. En la Figura 2 puede observarse que se produce un aumento considerable en la carga 
bacteriana luego de 48 hs post-infección lo cual podría significar entre otras cosas, que 
hay duplicación intracelular de las bacterias, o que a pesar de los lavados hay bacterias 
en el entorno de la célula que siguen siendo fagocitadas durante las 48 horas de 
incubación, etc. Para poder interpretar mejor  estos  resultados se  diseñaron una serie de  
 
 
 
Figura 2. Interacción de B. pertussis con macrófagos humanos a lo largo del tiempo. Macrófagos 
infectados con GPF-B. pertussis vivas (paneles superiores) o GFP-B. pertussis inactivadas con 
formaldehído (paneles inferiores) durante 20 min a 37 °C fueron extensivamente lavados e incubados 
durante 2 hs o 48 hs a 37 °C. Posteriormente se fijaron y se observaron en microscopio de fluorescencia. 
Se muestran imágenes representativas de dos experimentos independientes. 
 
 
experimentos que se detallan a continuación. En primer lugar, para estudiar si este 
efecto depende de la viabilidad de la bacteria, se investigó la interacción de B. pertussis 
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previamente inactivada con formalina con los macrófagos. La infección con bacterias 
inactivadas no alteró el nivel de adhesión inicial de B. pertussis. Sin embargo luego de 
48 hs no se observó un incremento en el número de bacterias asociadas a la célula 
sugiriendo que el aumento en la carga bacteriana luego de 48 hs post-infección es un 
fenómeno dependiente de la viabilidad de B. pertussis.  
 
En estudios de colocalización con Lysotracker, un colorante acido trófico que se 
concentra en compartimientos de elevada acidez como los lisosomas, se observó que a 
medida que el tiempo progresaba el número de bacterias colocalizando con este 
marcador disminuía significativamente (Fig. 3). 
 
 
 
Figura 3. Estudios de colocalización con Lysotracker de macrófagos infectados con GFP-B. 
pertussis durante 2 o 48 hs. GFP-B. pertussis fue incubada con macrófagos humanos (Rib/c 50) durante 
20 min a 37 ºC. Luego de una serie de lavados los macrófagos fueron incubados durante 2 hs (panel a) o 
48 hs (panel b) en DMEM-SH 10% y posteriormente teñidos con la marca ácido trófica Lysotracker. Se 
muestran imágenes representativas de dos experimentos independientes. 
 
 Con el fin de determinar si el aumento en el número de bacterias a las 48 hs 
post-infección puede deberse en parte a la replicación de las bacterias en el medio 
extracelular y su posterior fagocitosis se evaluó si B. pertussis es capaz de crecer en 
medio DMEM-SH 10 % v/v. Los resultados indican que B. pertussis no solo es incapaz 
de replicar en medio DMEM-SH 10 % v/v sino que el número de bacterias viables se 
reduce al 0,9 % del inóculo inicial luego de 48 hs de incubación a 37 °C, por lo tanto, el 
incremento en el número de bacterias por macrófago a lo largo del tiempo puede 
deberse a una replicación intracelular o bien, aunque menos probable, a la fagocitosis de 
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bacterias que quedan retenidas en las proximidades de las células a pesar de los 
extensivos lavados.  
 Para evaluar la posibilidad de que realmente se trate de duplicación intracelular, 
algo que determinaría un cambio muy significativo en la forma de entender la 
patogénsis de esta bacteria, los ensayos de interacción bacteria-macrófago fueron 
realizados utilizando un protocolo diferente que involucra la determinación de bacterias 
intracelulares viables a diferentes tiempos entre otras modificaciones. Para ello, en 
primer lugar, se redujo la multiplicidad de infección a 20 lo cual permitió examinar 
fagosomas conteniendo una única bacteria. Por otro lado, se sincronizó el contacto 
bacteria-célula mediante la centrifugación a bajas velocidades. Los macrófagos 
infectados fueron luego incubados durante 20 min a 37 ºC para permitir que las 
bacterias sean fagocitadas, lavados varias veces para eliminar bacterias no adheridas e 
incubados con polimixina B para inactivar bacterias extracelulares y promover en gran 
medida su remoción. De esta forma, el número de bacterias viables determinado a 
diferentes tiempos post-infección permitió evaluar la evolución del número de bacterias 
intracelulares viables a lo largo del tiempo. En forma paralela se determinó el porcentaje 
de bacterias fagocitadas previo al agregado de polimixina B (Fig. 4A y B), lo cual nos 
permitió determinar el número de bacterias sobrevivientes respecto al número de 
bacterias fagocitadas. Los resultados muestran que aproximadamente el 35 % de las 
bacterias asociadas al macrófago son fagocitadas luego de 20 min  de incubación (Fig. 
4A y B), y que el 70 ± 15 % de las bacterias fagocitadas son eliminadas luego de dos 
horas de infección, según pudo ser determinado mediante recuento de UFC (Fig. 4B y 
C) post-tratamiento con polimixina B. A las 24 hs post-infección no se observó un 
incremento en el número de bacterias intracelulares viables. Sin embargo, luego de 48 
hs se observó un drástico aumento en el número de UFC (7 veces mayor) (Fig. 4C) 
sugiriendo que B. pertussis es capaz de replicar dentro del macrófago luego de un 
período aparente de latencia de aproximadamente 24-30 hs. En experimentos control se 
evaluó el nivel de expresión de CD14, CD11c, CD11b, CD206, y CD1a de células 
infectadas con B. pertussis a las 48 hs post-infección, los resultados indican que estas 
células conservaron el fenotipo característico de los macrófagos, esto es CD14+, CD1a-, 
CD11c+, CD11b+, y CD206+.  
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Figura 4. Fagocitosis y sobrevida de B. pertussis en macrófagos humanos. A y B) GFP-B. pertussis no 
opsonizada u opsonizada con IgG fueron incubadas con macrófagos humanos (Rib/c 20) durante 20 min a 
37 ºC, posteriormente las células fueron lavadas y fijadas. El número de bacterias extracelulares (rojas y 
verdes) e intracelulares (verdes) fue discriminado con doble marcación fluorescente y cuantificado 
mediante microscopía de fluorescencia. En el panel A se muestran imágenes representativas de B. 
pertussis no opsonizada (a) y B. pertussis opsonizada con IgG (b). En el panel B están representados los 
valores medios ± DE de tres experimentos independientes. El número de bacterias no opsonizadas 
intracelulares difiere significativamente del número de bacterias opsonizadas con IgG intracelulares 
(*P<0.05). Por otro lado, el número de bacterias intracelulares opsonizadas con IgG difiere 
significativamente del número de bacterias extra+intracelulares de B. pertussis opsonizada y no 
opsonizada (**P<0.05). C) Macrófagos incubados con GFP-B. pertussis (Rib/c 20) durante 20 min a 37 
ºC fueron lavados y tratados con polimixina B. El número de UFC fue determinado a diferentes tiempos. 
El número de bacterias viables por célula fue calculado dividiendo el número de UFC por el número de 
macrófagos viables. Los datos representan la media ± DE de tres experimentos independientes. El número 
de bacterias no opsonizadas viables a las 48 hs difiere significativamente del número de bacterias 
opsonizadas y no opsonizadas viables a las 2 hs y 24 hs post-infección y del número de bacterias 
opsonizadas viables a las 48 hs post-infección (*P<0.05).  
 
 
 En el Capítulo anterior se ha demostrado que la opsonización de B. pertussis con 
IgG humana determina un aumento en la fagocitosis y la inactivación de la bacteria en 
compartimientos lisosomales. Efectos similares han sido observados en este estudio 
utilizando macrófagos. En la Figura 4B se puede observar que la presencia de 
anticuerpos específicos determina un aumento en el número de bacterias fagocitadas, 
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que son  posteriormente eliminadas a las 2 hs post-infección (alrededor del 94 ± 5 % de 
las bacterias fagocitadas son eliminadas) (Fig. 4B y C). Resulta importante destacar que, 
tal como se observa en la Figura 4C, bajo condiciones opsonizantes el número de 
bacterias viables dentro del macrófago no varió durante las 48 hs de infección.  
 
5.3.2. Tráfico intracelular de B. pertussis 
 Para comprender los eventos involucrados en la sobrevida intracelular de B. 
pertussis y su eventual replicación se estudió el tráfico intracelular de B. pertussis y la 
localización de la misma a diferentes tiempos post-infección mediante microscopía 
confocal usando diferentes marcadores de la vía endocítica. En primer lugar se evaluó la 
colocalización de B. pertussis con Lysotracker (marcador de compartimientos 
lisosomales). Los resultados muestran que en ausencia de anticuerpos opsonizantes el 
64 ± 6 % de las bacterias que interaccionan con macrófagos se encuentra colocalizando 
con Lysotracker luego de 20 min de infección (Fig. 5). A las 2 hs el número de bacterias 
colocalizando con este marcador alcanza el 80 ± 8 % demostrando que la fusión de los 
fagosomas bacterianos con los lisosomas ocurre durante los primeros estadios de la 
infección (Fig. 5). Estos resultados están de acuerdo con el bajo número de bacterias 
internalizadas que permanecen viables luego de 2 hs de infección observado en la 
Figura 4, indicando que aquellas bacterias cuyos fagosomas maduran a fagolisosomas 
son destruidas. Sin embargo, al analizar lo que ocurre a las 48 hs post-infección se 
observa que la mayoría de las vacuolas que contienen B. pertussis son Lysotracker 
negativas (solo el 25 ± 6 % de las bacterias colocalizan con Lysotracker) (Fig. 5). Esta 
disminución en la colocalización con estructuras lisosomales coincide con el aumento 
en el número de bacterias intracelulares viables a las 48 hs (Fig. 4C) sugiriendo que 
aquellas bacterias que inicialmente escaparon de la fusión con lisosomas y 
sobrevivieron probablemente se hayan replicado permaneciendo en compartimientos no  
acídicos.  Para evaluar esta  posibilidad se  determinó  el nivel global de infección de los 
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Figura 5. Colocalización de B. pertussis con Lysotracker. B. pertussis expresando GFP fue incubada 
con macrófagos humanos (Rib/c 20) durante 20 min a 37 ºC. Luego de una serie de lavados los 
macrófagos fueron incubados con Lysotracker (panel a) o tratados con polimixina B (100 µg/ml) durante 
1 h, lavados y posteriormente incubados durante 2 o 48 hs en DMEM-SFB 10%-polimixina B (5 µg/ml). 
A las 2 o 48 hs los macrófagos fueron incubados con Lysotracker durante 5 min, fijados y observados en 
microscopio confocal. Se muestran imágenes representativas de tres experimentos independientes. 
 
 
macrófagos a distintos tiempos. En la Figura 6 se observa que luego de 2 hs de 
infección la mayoría de los macrófagos contienen entre 1 y 5 bacterias. A las 24 hs se 
observa un incremento en el número de macrófagos no infectados sugiriendo que 
algunos macrófagos lograron eliminar la bacteria una vez infectados. Sin embargo, 
luego de 48 hs de infección el porcentaje de macrófagos conteniendo más de 10 
bacterias aumenta significativamente, mientras que el número de macrófagos 
conteniendo 1 a 5 bacterias disminuye. Estos resultados avalan la hipótesis de que 
aunque la mayoría de las bacterias fagocitadas son destruidas por los macrófagos en las 
primeras horas de infección, una fracción de estas bacterias son capaces de sobrevivir a 
la acción bactericida de los mismos evadiendo su fusión con lisosomas y 
permaneciendo en compartimientos no acídicos. Luego de un período de latencia, estas 
bacterias serían capaces de replicar en estos compartimientos. 
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Figura 6. Cuantificación de la carga bacteriana de macrófagos a diferentes tiempos post-infección. 
Macrófagos incubados con GFP-B. pertussis durante 20 min a 37 ºC fueron lavados e incubados con 
polimixina B para inactivar bacterias extracelulares. A determinados tiempos post-infección las células 
fueron fijadas y el número de bacterias por célula (b/c) fue evaluado mediante microscopía de 
fluorescencia. Los datos mostrados representan la media ± DE de tres experimentos independientes 
realizados por triplicado. Al menos 100 macrófagos fueron analizados en cada tiempo determinado. 
 
Se investigaron entonces las características de los compartimientos en los cuales B. 
pertussis reside a lo largo del tiempo. En la Figura 7 se observa que mientras a las 2 hs 
post-infección un alto porcentaje de los fagosomas que contienen B. pertussis presentan 
marcadores de endosomas tardíos y lisosomales (LAMP-1), a las 48 hs sólo el 13 ± 5 % 
de los fagosomas colocalizan con LAMP, lo cual está de acuerdo con los porcentajes de 
bacterias colocalizando con Lysotracker a estos tiempos.  
    
Figura 7. Colocalización de B. pertussis con LAMP-1. Macrófagos incubados con GFP-B. pertussis 
durante 20 min a 37 ºC fueron lavados e incubados con polimixina B para inactivar bacterias 
 174
Bordetella pertussis  Capítulo 5 
¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯ 
 
extracelulares. A las 2 y las 48 hs postinfección los macrófagos fueron fijados, permeabilizados e 
incubados con anticuerpo de ratón anti-LAMP-1 humana seguido de fragmentos F(ab)2 de anticuerpos 
anti IgG de ratón conjugados con CY3. A las 2 hs post-infección el 58 ± 7 % de las bacterias colocalizan 
con LAMP. A las 48 hs postinfección el porcentaje de colocalización es del 13 ± 5 %. Se muestran 
imágenes representativas de tres experimentos independientes. 
 
 
 Los resultados anteriores indican que la bacteria sobrevive en compartimientos 
en los cuales tanto el marcador LAMP-1 como Lysotracker están ausentes, ambos 
marcadores de endosomas tardíos y lisosomas. Debido a ello, en experimentos 
posteriores se evaluó el nivel de colocalización con Rab5, un marcador de endosomas 
tempranos. Los resultados mostrados en la Figura 8 indican que la mayor parte de las 
bacterias reside en compartimientos Rab5 positivos (71 ± 4 % de colocalización) luego 
de 48 hs de infección sugiriendo que B. pertussis es capaz de sobrevivir y replicar en 
compartimientos con características de endosomas tempranos. 
 
Figura 8. Colocalización de B. pertussis con Rab5. Macrófagos incubados con B. pertussis expresando 
GFP durante 20 min a 37 ºC fueron lavados e incubados con polimixina B para inactivar bacterias 
extracelulares. A las 48 hs post-infección los macrófagos fueron fijados e incubados con anticuerpo de 
ratón anti-Rab5 seguido de fragmentos F(ab)2 de anticuerpos anti-IgG de ratón conjugados con CY3. El 
71 ± 4 % de las bacterias colocalizan con Rab5. Se muestran imágenes representativas de tres 
experimentos independientes. 
 
 
 Se empleó microscopia electrónica para observar los compartimientos en los 
cuales se encuentra B. pertussis a las 48 post-infección. En la Figura 9 puede observarse 
que luego de 48 hs de infección la mayor parte de las bacterias se encuentra en 
fagosomas estrechos, con delgados espacios intrafagosomales y que presentan escasos 
signos de fusión con otras vesículas intracelulares. En trabajos previos se ha demostrado 
que fagosomas con estas características tienen una menor capacidad fusogénica y son 
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comúnmente habitados por patógenos intracelulares obligados o facultativos como 
Mycobacterium y Brucella [27, 28].  
 
 
Figura 9. Microscopía electrónica de macrófagos infectados con B. pertussis. Macrófagos infectados 
con B. pertussis (Rib/c 20) durante 20 min a 37 ºC fueron lavados, tratados con polimixina B e incubados 
durante 48 hs a 37 ºC. Posteriormente fueron fijados y preparados para ser analizados mediante 
microscopia electrónica de transmisión. Se observa la presencia de bacterias intracelulares rodeadas de 
vacuolas estrechas. En algunos casos la vacuola no es visible sugiriendo la existencia de un número 
limitado de bacterias en el citoplasma. Se muestra una imagen representativa de dos experimentos 
independientes.  
 
5.3.3. Acceso de B. pertussis a endosomas de reciclaje 
 Los resultados anteriores sugieren que B. pertussis sobrevive en compartimientos 
con características de endosomas tempranos, sin embargo, el establecimiento de un 
nicho intracelular de persistencia requiere no solo que la bacteria sea capaz de resistir la 
acción bactericida de los macrófagos sino también que sea capaz de acceder a nutrientes 
esenciales para su sobrevida. En este contexto, se investigó si B. pertussis tiene acceso a 
endosomas de reciclaje. Con este fin, macrófagos infectados durante 2 o 48 hs fueron 
tratados con un pulso de transferrina marcada. Esta molécula ingresa al macrófago 
saturada de hierro (holotransferrina) a través de la unión con receptores de transferrina 
localizados en la membrana plasmática, y luego de ser endocitada se fusiona con 
endosomas tempranos donde la relativamente baja acidez (pH 6,5-6,0) libera al hierro. 
La transferrina sin hierro (apotransferrina) es reciclada junto con su receptor 
nuevamente a la membrana plasmática no estando nunca en contacto con 
compartimientos lisosomales [29]. Los estudios de colocalización con transferrina, por 
lo tanto, no solo determinan si la bacteria tiene acceso a nutrientes a través de 
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endosomas de reciclaje sino que también aportan evidencias respecto a la naturaleza 
temprana de los endosomas en los cuales habita. En la Figura 10 se muestra que 
mientras a las 2 hs post-infección solo el 5 ± 1 % de las bacterias fagocitadas 
colocalizan con transferrina, luego de 48 hs el porcentaje de colocalización se 
incrementa significativamente (34 ± 5 %) sugiriendo que B. pertussis tiene acceso a 
nutrientes vía endosomas de reciclaje.  
 
 
 
Figura 10. Colocalización de B. pertussis con transferrina. Macrófagos infectados con GFP-B. 
pertussis durante 20 min a 37 ºC fueron lavados e incubados con polimixina B. A las 2 y a las 48 hs post-
infección los macrófagos fueron incubados con Alexa-transferrina-594. Luego de 2 hs de infección el 5 ± 
1 % de las bacterias colocalizan con Transferrina. A las 48 hs post-infección el porcentaje de 
colocalización es del 34 ± 5 %. Se muestran imágenes representativas de tres experimentos 
independientes. 
 
 
5.3.4. Efecto del INF-γ en la sobrevida de B. pertussis en el macrófago 
 Estudios previos sugieren que el INF-γ tiene un rol crítico en la inmunidad 
contra B. pertussis [6, 30]. Esta citoquina aumenta tanto la actividad microbicida como 
la capacidad de presentar antígenos de los macrófagos [31, 32]. En este ensayo 
intentamos acercarnos a las condiciones in vivo investigando si el INF-γ, que no esta 
presente en las condiciones de ensayo anteriormente mencionadas, tiene una influencia 
crítica en el resultado de la interacción de B. pertussis con los macrófagos humanos. 
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Estudios de adhesión, fagocitosis y sobrevida de B. pertussis en macrófagos 
previamente activados con INF-γ indican que el tratamiento con esta citoquina produce 
un aumento significativo en el número de bacterias fagocitadas y que son eliminadas a 
las 2 hs post-infección (Fig. 12A y B). Sin embargo la presencia de INF-γ no afectó 
significativamente la capacidad de B. pertussis de replicar en estas células inmunes (Fig. 
12B).  
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Figura 12. Fagocitosis y sobrevida de B. pertussis en macrófagos humanos en presencia de INF-γ. 
A) GFP-B. pertussis fue incubada con macrófagos humanos (Rib/c 20) previamente tratados durante 2 hs 
con o sin INF-γ (150 U/ml). Luego de 20 min las células fueron lavadas y fijadas. El número de bacterias 
extracelulares (rojas y verdes) e intracelulares (verdes) fue cuantificado mediante microscopía de 
fluorescencia. Se muestran valores medios ± DE de muestras realizadas por triplicado. El número de 
bacterias intracelulares en macrófagos no tratados con INF-γ difiere significativamente del número de 
bacterias intracelulares en macrófagos tratados con INF-γ (*P<0.05). B) Macrófagos incubados con GFP-
B. pertussis (Rib/c 20) durante 20 min a 37 ºC fueron lavados y tratados con polimixina B. El número de 
UFC fue determinado a diferentes tiempos. El número de bacterias viables por célula fue calculado 
dividiendo el número de UFC por el número de macrófagos viables. Los datos representan la media ± DE 
de experimentos independientes realizados por triplicado.  
 
 Una característica de algunos patógenos que poseen nichos intracelulares de 
persistencia es su capacidad para regular negativamente la expresión de moléculas 
presentadoras de antígenos, críticas para el reconocimiento de las células infectadas. Se 
ha observado que B. pertussis podría tener mecanismos similares [33], lo cual en el 
marco de los resultados mostrados en este trabajo cobra una relevancia particularmente 
significativa. En este estudio se incluyó entonces la evaluación de la respuesta del 
monocito infectado con B. pertussis a la acción de INF-γ en lo que se refiere a la 
expresión de moléculas presentadoras de antígenos. Para ello, monocitos humanos 
fueron infectados con B. pertussis en presencia de INF-γ durante 2 hs, lavados e 
incubados durante 48 hs más a 37 ºC en presencia de INF-γ. La expresión de MHC-II 
(HLA-DR) fue evaluada mediante citometría de flujo. Los resultados de la Figura 13 
B
ac
te
ria
s p
or
 c
él
ul
a
B
ac
te
ria
s v
ia
bl
es
 p
or
 c
él
ul
a
B
ac
te
ria
s v
ia
bl
es
 p
or
 c
él
ul
a
 178
Bordetella pertussis  Capítulo 5 
¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯ 
 
indican que la infección con B. pertussis inhibe la expresión de HLA-DR en respuesta al 
INF-γ sugiriendo que B. pertussis no solo es capaz de sobrevivir dentro de estas células 
inmunes sino que también es capaz de modificar su capacidad de presentar antígenos y 
por lo tanto de ser eficientemente reconocida por las células Th1.  
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Figura 13. Efecto de B. pertussis en la 
expresión de HLA-DR en respuesta a INF-γ. 
Monocitos humanos tratados con INF-γ (150 
U/ml) fueron incubados con B. pertussis (INF-γ + 
B. pertussis) o medio solo durante 2 hs en 
presencia de INF-γ (INF-γ). Posteriormente 
fueron lavados e incubados durante 48 hs en 
presencia de INF-γ. Algunos monocitos fueron 
incubados únicamente con medio DMEM + SH 
10 % v/v durante todo el ensayo (control). La 
expresión de HLA-DR fue evaluada por 
citometría de flujo. Se muestran histogramas 
representativos de dos experimentos 
independientes.  
 
 
 
 
5.3.5. Rol de la toxina adenilato ciclasa en la sobrevida de B. pertussis en 
macrófagos humanos 
 Como ya se mencionara B. pertussis tiene una batería de toxinas, muchas de 
ellas con funciones inmunomodulatorias conocidas, que podrían estar involucradas en 
este mecanismo de sobrevida intracelular. De todas ellas y de su modulación temporal 
cuya influencia se prevé evaluar en estudios posteriores, resulta particularmente 
interesante la toxina adenilato ciclasa. En ensayos previos llevados a cabo a tiempos 
cortos de infección (5 horas) Masure et al. [34] encontró evidencia que sugiere que esta 
toxina es particularmente importante para la viabilidad de B. pertussis dentro del 
macrófago durante las primeras horas posteriores a su internalización, posiblemente 
debido al aumento que produce en los niveles de AMPc que interfiere en la señalización 
de la célula eucariota. En este contexto, se evaluó en este trabajo si la ausencia de esta 
enzima modifica la capacidad de B. pertussis de sobrevivir y replicar en macrófagos 
humanos a corto y a largo plazo. Para facilitar la comparación, los macrófagos fueron 
infectados en forma paralela con Bp Tohama I y BPM3183, una cepa mutante defectiva 
en la expresión de ACT. Se evaluó el nivel de adhesión, fagocitosis y sobrevida 
intracelular de ambas cepas. Los resultados presentados en la Tabla 1 indican que, si 
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bien no existen diferencias significativas entre los niveles de adhesión y fagocitosis de 
ambas cepas, el número de bacterias intracelulares viables luego de 2 hs de infección se 
encuentra significativamente disminuido en la cepa defectiva en ACT respecto a la cepa 
salvaje. Este resultado coincide con lo encontrado por Masure et al. [34] a tiempos 
cortos de infección. Sin embargo la capacidad de replicación no se encuentra afectada, 
observándose un aumento en el número de bacterias viables intracelulares luego de 48 
hs de infección tanto en Bp Tohama I como en BPM3183. Estos resultados sugieren que 
ACT cumple un rol central en la evasión de la actividad bactericida del macrófago 
durante las primeras horas post-infección. Sin embargo, la acción de esta enzima no es 
necesaria en estadios posteriores de sobrevida y duplicación dentro del macrófago. Lo 
que no es posible discernir a partir de nuestros resultados es si en realidad esta toxina no 
resulta tóxica a tiempos largos de infección y su expresión esta reprimida en la cepa 
salvaje que sobrevive y duplica dentro del macrófago a través del sistema Bvg. Estudios 
actualmente en marcha intentan esclarecer esta y otras cuestiones relacionadas con la 
modulacion antigénica y los factores de virulencia expresados en las bacterias 
intracelulares. 
 
2 hs 48 hs
Bp Tohama I 4,5 ± 0,6 1,5 ± 0,3 0,4 ± 0,2 2,6 ± 0,8
BPM3183 3,9 ± 0,7 1,2 ± 0,4 0,12 ± 0,08 1,1± 0,5
Tabla 1. Sobrevida de BPM3183 defectiva en la expresión de adenilato ciclasa en macrófagos humanos.
Sobrevida intracelular a diferentes tiempos c 
Bacterias Bacterias /célula a
Baterias 
intracelulares/célula b 
 
a,b GFP-BPM3183 y GFP B. pertussis Tohama I  fueron incubadas con macrófagos humanos (Rib/c 20) 
durante 20 min, lavadas y fijadas. Posteriormente las bacterias extracelulares fueron teñidas con 
anticuerpo policlonal de conejo anti-B. pertussis seguido por fragmentos F(ab)2 de anticuerpos anti-IgG 
de conejo conjugados con CY3. El número de bacterias totales (intra+extracelulares)a y el número de 
bacterias intracelularesb por célula fue obtenido mediante observación en microscopio de fluorescencia.  
c Número de bacterias intracelulares viables por célula obtenido mediante recuento de UFC de células 
tratadas con Polimixina B. 
 
 Debido a que la sobrevida de B. pertussis en macrófagos parece depender de la 
evasión de la vía degradativa, se estudió si la ausencia de ACT afecta la capacidad de B. 
pertussis de alterar el tráfico a compartimientos lisosomales tras ser fagocitada. Los 
resultados indican que la ausencia de ACT determina un aumento significativo en el 
número de bacterias colocalizando con Lysotracker a los 20 min post-infección (Fig. 
14) sugiriendo que esta toxina cumple un rol importante en la prevención de la fusión 
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del fagosoma con el lisosoma durante los primeros estadios posteriores a su 
internalización. 
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Figura 14. Rol de la ACT en el tránsito de B. pertussis a compartimientos ácidos. GFP-B. pertussis o 
GFP-BPM3183 fueron incubadas con macrófagos humanos (Rib/c 20) durante 20 min 37 ºC. 
Posteriormente las células fueron lavadas, incubadas con Lysotracker, fijadas y observadas en 
microscopio confocal. Los datos mostrados representan la media ± DE de dos experimentos 
independientes. 
 
 181

Bordetella pertussis  Capítulo 5 
¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯ 
 
5.4. Discusión 
 
 Muchos patógenos persistentes han desarrollado una serie de estrategias para 
evadir la normal maduración de los fagosomas y establecer nichos de persistencia 
intracelulares. Si bien siempre se ha creído que B. pertussis es un patógeno extracelular 
estricto, durante los últimos años se ha acumulado evidencia que sugiere que este 
microorganismo podría invadir diferentes tipos celulares. La existencia de un estadio 
intracelular facilitaría la persistencia de este patógeno en el huésped. En el presente 
capítulo se demuestra que B. pertussis no solo sobrevive por varios días dentro de 
macrófagos humanos, sino que este patógeno es capaz de replicar en compartimientos 
con características de endosomas tempranos. 
 La capacidad de los fagocitos profesionales para ingerir y eliminar 
microorganismos constituye un mecanismo central de la respuesta inmune. Los pocos 
patógenos microbianos que logran sobrevivir a la acción bactericida de los mismos han 
desarrollado diversos mecanismos para aumentar su sobrevida dentro de estas células 
[35]. Algunos de ellos, como Listeria, Shigella, y Rickettsia, escapan al citoplasma 
evitando así su digestión en lisosomas. Otros, como Coxiella burnetii, se han adaptado a 
sobrevivir en el microambiente hostil del lisosoma. Un gran número de bacterias 
intracelulares, en cambio, logran inhibir la maduración del fagosoma y habitan en 
vesículas que no se fusionan con lisosomas. Aunque una serie de estudios desarrollados 
tanto in vitro como in vivo sugieren que B. pertussis podría sobrevivir a la interacción 
con macrófagos [11, 13, 36] no existían estudios que confirmasen esa posibilidad ni se 
había caracterizado el tráfico intracelular de esta bacteria.  
 En ausencia de anticuerpos opsonizantes, CR3 es probablemente el principal 
receptor involucrado en la unión de B. pertussis a células fagocíticas a través de FHA 
[16, 37]. En ausencia de anticuerpos específicos la interacción B. pertussis con fagocitos 
profesionales como los neutrófilos no induce actividad celular bactericida [23], lo cual 
es consistente con la conocida incapacidad de CR3 para activar la NADPH oxidasa. En 
el capítulo anterior hemos demostrado que bajo estas condiciones B. pertussis es 
transportada a estructuras subcelulares que no se fusionan con lisosomas determinando 
que la bacteria sobreviva a la interacción con el neutrófilo. Sin embargo, debido a su 
corta vida media, los neutrófilos no constituyen reservorios prolongados de sobrevida. 
Los macrófagos en cambio, por sus características y su larga vida media, son más 
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propicios para el establecimiento de nichos intracelulares que posibiliten infecciones 
crónicas o persistentes, y aumenten las posibilidades de diseminación a nuevos 
hospedadores. Los estudios que se muestran en este Capítulo han estado dirigidos al 
estudio de la fagocitosis y el tráfico intracelular de B. pertussis una vez dentro del 
macrófago. Los resultados demuestran que durante las primeras horas post-infección la 
mayoría de los fagosomas que contienen B. pertussis se fusionan con estructuras 
lisosomales, lo cual se ve reflejado en el alto porcentaje de colocalización con LAMP-1 
y Lysotracker luego de 2 hs de infección. B. pertussis parece ser incapaz de sobrevivir 
en estos compartimientos acídicos, según se deduce de la concomitante disminución en 
el número de bacterias intracelulares viables a estos tiempos, confirmando estudios 
previos que indican que B. pertussis no sobrevive a pH bajos [38]. Sin embargo, además 
de esta acción bactericida a tiempos cortos, nuestros resultados muestran también que 
un porcentaje significativo de bacterias evade este tráfico inicial hacia lisosomas 
permaneciendo en compartimientos no acídicos donde es capaz de replicarse en un 
período de 48 hs. Los análisis realizados mediante microscopía confocal indican que a 
las 48 hs de infección el porcentaje de bacterias que reside en compartimientos 
Lysotracker positivos disminuye significativamente, sugiriendo que aquellas bacterias 
que durante las primeras horas de infección evadieron la acción bactericida del 
macrófago son capaces de replicar en compartimientos no acídicos dentro de un período 
de 48 hs resultando en un significativo aumento en el número de bacterias localizadas 
en vesículas Lysotacker negativas.  
 En claro contraste, la opsonización de B. pertussis con anticuerpos IgG no sólo 
determina un aumento en la capacidad de fagocitosis y en la acción bactericida del 
macrófago sino que previene la replicación intracelular. Esto está de acuerdo con 
experimentos previos realizados tanto in vitro como in vivo en los cuales se demuestra 
que la entrada vía FcγR facilita la eliminación de B. pertussis mientras que la entrada a 
través de CR3 la dificulta [13, 23].  
 Mediante microscopía confocal se determinó que B. pertussis sobrevive en 
compartimientos que poseen marcador de endosomas tempranos Rab5. Esta pequeña 
GTPasa funciona como factor regulatorio de la vía endocítica temprana [39]. El hecho 
de que Rab5 quede retenida en los fagosomas conteniendo B. pertussis determina que la 
subsiguiente maduración de la vacuola fagocítica se encuentre inhibida, lo cual se 
condice con los bajos niveles de colocalización con LAMP y Lysotracker a las 48 hs 
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post-infección, limitando las capacidades degradativas e incrementando las 
posibilidades de sobrevida bacteriana. Dado que la habilidad de un patógeno de 
sobrevivir dentro de la célula depende no solo de su capacidad para evitar la 
degradación en lisosomas, sino de su capacidad para obtener nutrientes, los resultados 
que indican que B. pertussis tiene acceso a transferrina no solo confirman nuestras 
observaciones previas respecto a la naturaleza temprana del fagosoma sino que sugieren 
la existencia de intercambio de material con endosomas de reciclaje garantizando 
eventualmente el acceso de B. pertussis a nutrientes vitales. 
 La sobrevida de B. pertussis en vacuolas que permanecen integradas a la vía 
endosomal determina, sin embargo, que la bacteria se encuentre continuamente expuesta 
al procesamiento y presentación de sus proteínas promoviendo la activación de células 
T, claves en la eliminación de células infectadas como podrían ser precisamente estos 
macrófagos [3, 40-42]. No obstante, B. pertussis parece haber desarrollado estrategias 
que comprometen la activación de estas células y la inducción de una respuesta local 
Th1 mediante la inducción de citoquinas inmunosupresivas como IL-10 [43-46] y la 
producción de células T regulatorias [47]. Por otro lado, en trabajos donde se evaluó la 
expresión génica de células mononucleares aisladas de sangre humana infectadas con B. 
pertussis se encontró que la expresión de los genes que codifican para las moléculas 
MHC-II, HLA-DM, catepsina B y la enzima lisosomal tiol reductasa IP-30 se encuentra 
disminuida [48]. Esto significa que la infección con B. pertussis altera en forma global 
el sistema de procesamiento y presentación de antígenos a través de este mecanismo 
que, a su vez, se suma al efecto inhibitorio que la infección por B. pertussis ejerce sobre 
el aumento de HLA-DR y moléculas coestimulatorias en respuesta a INF-γ, según pudo 
ser comprobado en estos estudios, confirmando observaciones anteriores [33].  
 La sobrevida de una bacteria en un nicho particular requiere el desarrollo de una 
respuesta adaptativa generalmente mediada por la regulación positiva o negativa de 
aquellos genes requeridos para la adaptación fisiológica a las nuevas condiciones del 
entorno encontradas. Aunque poco se conoce respecto a la adaptación de B. pertussis al 
microambiente intracelular se ha sugerido que tanto el sistema BvgAS como el RisAS 
están involucrados en esta respuesta [49, 50]. Si bien los estudios desarrollados en este 
Capítulo no han estado fundamentalmente enfocados en los factores bacterianos que 
permiten la sobrevida de B. pertussis dentro de la célula, el hecho de que la replicación 
celular proceda sólo luego de 24-30 hs de infección sugiere que una adaptación al 
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microambiente encontrado en el macrófago debe ocurrir. En un trabajo previo se ha 
demostrado que durante los primeros minutos tras la fagocitosis de B. pertussis se 
produce un aumento importante en los niveles intracelulares de AMPc mediado por la 
actividad de la toxina adenilato ciclasa Sin embargo, después de 2 hs de infección la 
concentración de AMPc decae drásticamente sugiriendo que una vez dentro de la célula 
inmune B. pertussis disminuye la expresión de ACT evitando la intoxicación del 
macrófago [49]. Los resultados mostrados en este Capítulo son acordes a la hipótesis 
que sugiere que la acción de esta toxina podría ser importante durante los primeros 
estadios de la infección favoreciendo la evasión de la fusión con compartimientos 
lisosomales aunque no sería necesaria en estadios posteriores y hasta es posible que su 
expresión se inhiba. Una posible explicación de esta dependencia inicial podría 
encontrarse en trabajos recientes que indican que el incremento en los niveles de AMPc 
inhibe el ensamble de filamentos de actina y previene los eventos de fusión con 
endosomas tardíos [51]. Es posible que la toxina adenilato ciclasa al producir un 
aumento de AMPc en la célula inmune favorezca la permanencia de B. pertussis en 
endosomas tempranos tras ser fagocitada.  
 Se ha descrito que el INF-γ, una citoquina producida por células NK como parte 
de la respuesta innata y por células Th1 durante la respuesta adaptativa, cumple un rol 
importante en la respuesta inmune contra B. pertussis [3, 4, 8]. Trabajos previos 
sugieren que la activación de los macrófagos con INF-γ reduce la sobrevida bacteriana a 
través de mecanismos dependientes e independientes de la producción de NO•, 
limitando la disponibilidad de Fe y nutrientes como triptofano [6]. Los resultados 
mostrados en este Capítulo indican que la estimulación previa de los macrófagos con 
INF-γ reduce los niveles iniciales de sobrevida de B. pertussis, sin embargo, no impide 
la replicación intracelular sugiriendo que, a largo plazo, B. pertussis es capaz de 
adaptarse y/o reprimir los efectos antimicrobianos inducidos por esta citoquina. En este 
sentido, trabajos previos de nuestro grupo indican que B. pertussis es capaz de adaptarse 
a condiciones de limitación de Fe, como la que encuentra en compartimientos 
intracelulares, induciendo la producción de proteínas como SodA (superóxido 
dismutasa), Brfl (probable receptor de ferrosideróforos) y AfuA (probablemente 
involucrada en la captura de Fe), entre otras proteínas de estrés [52] que podrían 
inducirse en el microambiente hostil del fagosoma favoreciendo en última instancia la 
sobrevida intracelular de B. pertussis.  
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 En conjunto, los resultados presentados en este Capítulo indican que B. pertussis 
ha desarrollado diferentes estrategias para evadir la respuesta inmune y avalan la 
hipótesis de que B. pertussis es capaz de sobrevivir dentro de macrófagos contribuyendo 
a su persistencia. Estos estudios presentan la primera evidencia que B. pertussis no sería 
un patógenos extracelular estricto sino que podría ser considerada un patógeno 
intracelular facultativo, lo cual tiene un impacto directo en el tipo de inmunidad 
requerida para combatir esta bacteria. Estos estudios proveen nuevas herramientas para 
comprender mejor la patogénesis, la clínica de esta enfermedad y su epidemiología. 
Considerando el alarmante incremento de la circulación de B. pertussis a nivel mundial, 
esta información podría ser relevante para el desarrollo de nuevas estrategias 
inmunopreventivas. 
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5.5. Conclusiones 
 
 Los estudios realizados con monocitos diferenciados a macrófagos indican que 
bajo condiciones no opsonizantes un porcentaje de B. pertussis es capaz de evadir el 
tráfico a lisosomas permaneciendo viable en compartimientos con características de 
endosomas tempranos y con acceso a nutrientes, donde duplica. 
 La opsonización con anticuerpos no sólo determina que B. pertussis sea 
fagocitada e inactivada de forma más eficiente que bajo condiciones no opsonizantes 
sino que impide que la replicación ocurra. 
 La activación de los macrófagos con INF-γ si bien incrementa la actividad 
bactericida de esta célula durante los primeros estadios post-infección no logra suprimir 
la capacidad de B. pertussis de replicar. 
 B. pertussis es capaz de alterar la respuesta del macrófago al estímulo con INF-γ 
modulando la expresión de HLA-DR y por lo tanto la capacidad de presentar antígenos 
a la célula T. 
 La toxina adenilato ciclasa favorece la evasión de la vía degradativa durante los 
primeros estadios post-fagocitosis, aunque no parece ser relevante en estadios 
posteriores. 
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6. Discusión General 
 
 A pesar de las altas tasas de vacunación pertussis continúa siendo un problema 
de salud pública a nivel mundial. Las vacunas actualmente utilizadas si bien confieren 
cierto grado de protección contra los síntomas de la enfermedad, no previenen 
eficientemente su colonización, permitiendo el establecimiento de portadores 
asintomáticos e imposibilitando su erradicación. Los mecanismos que permiten a B. 
pertussis persistir en la población así como su localización durante períodos 
asintomáticos no han sido aun esclarecidos lo que dificulta el diseño de nuevas 
estrategias inmunopreventivas eficaces. A su vez, en los últimos años se ha detectado un 
cambio en el rango etario de casos, observándose un incremento en el número de casos 
reportados en adolescentes y adultos, los cuales cursan la enfermedad de forma atípica 
adquiriendo la misma el carácter de crónica y persistente [1]. Esta población constituye 
una de las principales fuentes de contagio a lactantes y niños parcialmente inmunizados. 
La vacunación de adultos ha sido propuesta como una estrategia para detener la 
circulación, sin embargo, resulta necesario esclarecer previamente los mecanismos que 
contribuyen a que este patógeno persista en el hospedador lo que permitirá detectar 
deficiencias en las estrategias preventivas actuales y la implementación de mejoras en la 
composición antigénica de la vacuna. 
 La infección por B. pertussis induce una respuesta inflamatoria celular 
caracterizada por un influjo de neutrófilos, monocitos y células Th1 [2]. Se ha 
encontrado que la inmunidad mediada por células, típicamente producida para combatir 
patógenos intracelulares, participa activamente en la resolución de la infección [3-5]. B. 
pertussis no es considerada, en general, una bacteria invasiva, sin embargo hoy se sabe 
que numerosos patógenos históricamente considerados extracelulares, presentan estilos 
de vida intracelulares alternativos cuya existencia contribuye al establecimiento de 
infecciones crónicas y/o recurrentes que dificultan la erradicación del agente infeccioso 
[6-8]. En el caso de B. pertussis, una serie de estudios realizados in vitro e in vivo 
utilizando modelos murinos indican que esta bacteria es capaz de ingresar a diferentes 
tipos celulares [9-12], sin embargo, la posibilidad de la existencia de un nicho 
intracelular de persistencia durante el período infeccioso no ha sido evaluada. 
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 El descubrimiento relativamente reciente de que la membrana plasmática 
contiene microdominios especializados, denominados rafts lipídicos, y que estos son 
utilizados como receptores celulares por una gran variedad de patógenos  y sus toxinas 
promoviendo la invasión o la intoxicación celular, ha acaparado el interés de diversos 
grupos de investigación que estudian infecciones de difícil erradicación. En particular, 
se ha encontrado que el ingreso a través de estos dominios resulta en muchos casos 
beneficioso para el patógeno invasor facilitando su sobrevida intracelular [13]. Si bien 
en el caso de B. pertussis no existía, previo a la realización de este trabajo de Tesis, 
ningún estudio que describiera la interacción de este patógeno con dominios rafts, 
ciertas evidencias, entre las cuales se encuentra la afinidad de B. pertussis por ciertos 
componentes como lactosilceramidas y gangliósidos [14, 15] asociados a rafts lipídicos, 
sugieren que estos dominios podrían tener un rol en el proceso infeccioso de este 
patógeno.  
 Debido a ello, los estudios realizados en esta Tesis Doctoral han tenido como 
objetivo evaluar la hipótesis de la sobrevida intracelular como mecanismo de 
persistencia de B. pertussis. En particular se investigó la interacción de B. pertussis con 
los principales tipos celulares con los cuales interacciona durante la infección, el rol de 
los rafts lipídicos en esta interacción, y la capacidad de B. pertussis de invadir y 
sobrevivir en las células del huésped. 
Los resultados obtenidos permiten concluir que B. pertussis interacciona con las 
células epiteliales del hospedador principalmente a través de dominios rafts lipídicos. 
Estos dominios funcionan como plataformas de adhesión asegurando una alta 
concentración local de receptores e incrementando la eficiencia de interacción entre el 
microorganismo y la membrana celular. Se observó que FHA, una de las principales 
adhesinas de B. pertussis, está involucrada en esta interacción aunque otros factores 
parecen también contribuir en este proceso.  
 Los resultados obtenidos muestran, además, que B. pertussis tiene una gran 
afinidad por colesterol a través de FHA, sugiriendo que el colesterol, junto con otras 
moléculas con las cuales B. pertussis interacciona, como lactosilceramidas [14] y asialo-
GM1 [15], contribuyen en la asociación de esta bacteria con los dominios rafts. 
 Según pudo ser comprobado en los estudios descriptos en el Capítulo 3, los rafts 
lipídicos no sólo median la adhesión de B. pertussis a la célula epitelial sino que 
intervienen en la activación de los mecanismos que conllevan a la internalización de 
este patógeno. Eventos de fosforilación a nivel de tirosinas parecen estar involucrados 
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en este proceso, lo cual está de acuerdo con estudios recientes que indican que la 
endocitosis vía rafts es dependiente de la activación de tirosin-quinasas [16]. Si bien en 
estos estudios no se han caracterizado los factores bacterianos relevantes en la invasión 
de B. pertussis a la célula epitelial, el hecho de que la misma transcurra a través de 
dominios rafts sugiere que la presencia de FHA sería, al menos, necesaria. En apoyo de 
esta hipótesis, estudios previos indican que esta adhesina juega un rol importante en el 
ingreso de B. pertussis a las células epiteliales a través de la interacción con la integrina 
VLA-5 [10]. Esta integrina es reclutada en dominios rafts tras la adhesión de patógenos 
como E. coli Afa/Dr positiva [17], favoreciendo su ingreso en un proceso dependiente 
de la movilización de microtúbulos. Aunque nuestros estudios no demuestran la 
asociación de VLA-5 con rafts durante el ingreso de B. pertussis, el hecho de que los 
microtúbulos también estén involucrados en su internalización y que el ingreso de B. 
pertussis, al igual que el de E. coli, sea independiente de la activación de la proteina 
kinasa C y la fosfolipasa C sugieren que los mecanismos utilizados por ambos 
patógenos pueden ser similares. Otros ensayos serán necesarios para confirmar esta 
hipótesis.  
 Un aspecto a tener en cuenta es que los estudios realizados para evaluar la 
sobrevida de B. pertussis en localización intracelular indican una alta dependencia con 
el tipo celular utilizado, observándose una mayor capacidad de sobrevida en células de 
origen bronquial respecto a células derivadas de neumocitos humanos tipo II. Si bien 
estas diferencias podrían indicar que las células bronquiales constituyen sitios de 
permanencia más favorables para este patógeno, los resultados de estos estudios deben 
ser considerados preliminares debido a las diferencias existentes ente las líneas celulares 
y sus contrapartes primarias. Aun así, los resultados obtenidos en ambos tipos celulares 
demuestran que un porcentaje de las bacterias intracelulares evade la fusión con 
lisosomas y es capaz de sobrevivir en localización intracelular. La invasión de células 
epiteliales no fagocíticas podría ser un mecanismo utilizado por este patógeno para 
evitar la respuesta inmune del huésped o como una vía para alcanzar otros tipos 
celulares.  
 Los estudios de interacción de B. pertussis con células inmunes dan cuenta de la 
complejidad del proceso infeccioso y aportan nuevas herramientas que podrían ayudar a 
entender las causas de persistencia de B. pertussis en la población. Los resultados 
obtenidos utilizando neutrófilos humanos indican que bajo condiciones no opsonizantes 
B. pertussis también es fagocitada a través de dominios rafts. El ingreso a través de 
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estos dominios determina que la bacteria evada la fusión fagolisosomal. Uno de los 
principales receptores involucrados en la interacción de B. pertussis con las células del 
sistema inmune, en ausencia de anticuerpos, es el receptor de complemento CR3 [18, 
19]. El ingreso a través de este receptor no induce la generación del estallido 
respiratorio facilitando la sobrevida bacteriana [20, 21]. Resulta particularmente 
interesante el hecho de que la interacción de este receptor con dominios rafts lipídicos 
ha demostrado ser crucial para asegurar la sobrevida intracelular de patógenos como 
Mycobacterium [22] y Leishmania [23]. Si bien en nuestros estudios la participación 
directa de CR3 en la interacción vía rafts no fue demostrada, se pudo comprobar que 
componentes de naturaleza proteica dentro de los dominios raft participan en esta 
interacción, lo cual avala la hipótesis de que los rafts lipídicos, actuando como 
plataformas de agregación, facilitan la interacción de B. pertussis con sus receptores en 
células inmunes. Por el contrario, el ingreso de B. pertussis opsonizada con anticuerpos 
específicos a través de receptores para Fc conlleva no solo a que la fagocitosis de B. 
pertussis sea mas eficiente sino a que la bacteria sea direccionada hacia 
compartimientos lisosomales donde es inactivada. Estos resultados demuestran que B. 
pertussis es capaz de sobrevivir al encuentro con neutrófilos y ponen énfasis en la 
importancia de la presencia de anticuerpos opsonizantes en el sitio de infección para 
combatir la enfermedad. Si los resultados in vitro reflejan la situación in vivo, estos 
estudios indican que los neutrófilos, que constituyen la primera línea de defensa frente a 
las infecciones bacterianas, no son capaces de eliminar a B. pertussis a menos que haya 
anticuerpos opsonizantes en el sitio de infección lo cual podría contribuir 
significativamente a la persistencia de esta bacteria en el tracto respiratorio de 
huéspedes no inmunes o con inmunidad disminuida como son los adolescentes y los 
adultos. 
 Estos resultados motivaron el estudio de la interacción de B. pertussis con otro 
tipo de células inmunes, los macrófagos, que juegan un rol importante tanto en la 
inmunidad innata como en la inmunidad adaptativa, constituyendo una de las 
principales células presentadoras de antígenos. Estas células, en virtud de su alta 
capacidad fagocítica y su larga vida media, constituyen el hábitat de muchas bacterias 
intracelulares constitutivas y facultativas que han desarrollado mecanismos que les 
permiten evadir tanto la acción bactericida de estas células, como la capacidad de 
presentar antígenos y ser reconocidas por las células T. Los estudios realizados con 
monocitos humanos diferenciados a macrófagos indican que bajo condiciones no 
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opsonizantes un porcentaje de B. pertussis fagocitada evade el tráfico a lisosomas 
permaneciendo en compartimientos con características de endosomas tempranos (Rab5 
positivos). Las causas que determinan que solo una fracción de las bacterias fagocitadas 
logre evadir el tráfico inicial hacia los lisosomas aún esta en estudio. Sin embargo se 
puede especular que la regulación diferencial de determinados factores de virulencia 
durante el proceso infeccioso contribuya a esta situación. En este estudio se observó que 
la toxina adenilato ciclasa juega un rol importante en la evasión de la respuesta inmune 
durante los primeros estadios post-fagocitosis facilitando la evasión del tráfico a 
estructuras lisosomales posiblemente a través del aumento que produce en los niveles de 
AMPc. Luego de un período de infección de 24 a 48 hs, se observaron resultados 
compatibles con replicación bacteriana intracelular, lo cual sugiere que B. pertussis no 
solo logra evadir la acción bactericida del macrófago, sino que es capaz de adaptarse al 
microambiente encontrado en el mismo y eventualmente multiplicar. No se observó que 
mutantes defectivos en la expresión de ACT tuvieran una capacidad de replicación 
disminuida respecto a la cepa salvaje sugiriendo que la presencia de esta toxina, 
importante en las primeras horas post-fagocitosis, no es esencial para la sobrevida 
bacteriana en estadios posteriores de infección. Acorde con estos resultados, estudios 
realizados por otro grupo de investigación indican que la expresión de ACT se 
encuentra disminuida 2 hs después de ser fagocitada la bacteria sugiriendo que B. 
pertussis posiblemente regule la expresión de esta y otras toxinas durante su adaptación 
al medio intracelular [24]. La ausencia de anticuerpos opsonizantes parece ser un 
requisito indispensable para que este patógeno logre adaptarse y sobrevivir en el 
microambiente hostil encontrado dentro del macrófago ya que cuando la bacteria se 
encuentra opsonizada con anticuerpos la sobrevida no sólo disminuye drásticamente 
dentro de las primeras horas de infección sino que el número de bacterias viables 
disminuye gradualmente con el tiempo alcanzando niveles despreciables luego de 48 hs 
de infección. Estos resultados son compatibles con los encontrados empleando 
neutrófilos como célula blanco y refuerzan la idea de que el tipo de receptores 
involucrados en el reconocimiento de B. pertussis determina en gran parte el destino 
final de la bacteria. La habilidad de un patógeno para sobrevivir dentro de la célula 
depende no solo de su capacidad para evitar su reconocimiento y degradación por el 
sistema inmune, sino de su capacidad para obtener nutrientes. En este sentido, los 
resultados obtenidos en este estudio demuestran que B. pertussis tiene acceso a 
endosomas de reciclaje lo cual no solo confirma observaciones previas respecto a la 
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naturaleza temprana del fagosoma sino que garantiza eventualmente el acceso de B. 
pertussis a nutrientes. En conjunto, estos resultados sugieren que los macrófagos 
podrían constituir nichos de persistencia intracelular durante la patogénesis de B. 
pertussis, lo cual permite explicar ciertas observaciones clínicas y experimentales bien 
documentadas pero escasamente comprendidas, como por ejemplo, la presencia de B. 
pertussis en macrófagos alveolares de niños infectados con HIV [25] o que padecieron 
neumonía provocada por B. pertussis [26], el hallazgo de B. pertussis en macrófagos 
alveolares de ratón y conejo luego de 21 días de infección [9, 27], y la necesidad de una 
respuesta inmune celular para controlar la infección [2].  
 La infección con B. pertussis induce la producción de un perfil Th1, 
caracterizado por la presencia de altos niveles de INF-γ [28]. Esta citoquina juega un rol 
importante en el control de infecciones producidas por bacterias intracelulares 
induciendo la activación del macrófago, potenciando su capacidad degradativa y 
provocando un aumento en la expresión de moléculas involucradas en el procesamiento 
y presentación de antígenos. Estudios realizados en modelos murinos sugieren que esta 
citoquina también tiene un rol importante en el control de la infección por pertussis [29-
31]. Con el fin de evaluar si los resultados obtenidos in vitro se verían alterados por el 
INF-γ (presente durante la infección) se realizaron estudios de sobrevida con 
macrófagos activados con INF-γ. Los resultados demuestran que la activación del 
macrófago incrementa la actividad bactericida de esta célula durante los primeros 
estadios de infección. Sin embargo no se encontraron efectos significativos en la 
infección a largo plazo aunque el INF-γ se mantuvo durante todo el ensayo con 
recambios periódicos. Se observó, al igual que en macrófagos no activados con esta 
citoquina, un incremento en el número de bacterias intracelulares luego de 48 hs de 
infección. Estos resultados podrían significar, por ejemplo, que B. pertussis es capaz de 
adaptarse al medio hostil generado en macrófagos activados por INF-γ. En este sentido, 
trabajos previos de nuestro grupo demuestran que B. pertussis es capaz de adaptarse a 
diferentes situaciones de stress, entre ellas, la baja disponibilidad de hierro inducida por 
esta citoquina en macrófagos huéspedes [31]. Otra posibilidad es que, a través de la 
acción de ciertos factores de virulencia, esta bacteria pueda, al menos en parte, 
contrarrestar los efectos del INF-γ. A favor de esta hipótesis, se ha encontrado que 
FHA, ACT y el LPS de B. pertussis poseen una importante actividad 
inmunomodulatoria, induciendo la producción de IL-10 e IL 6 en macrófagos y células 
dendríticas [32-36]. Estas citoquinas parecen cumplir un rol importante en la inhibición 
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del efecto del INF-γ sobre los macrófagos. Por ejemplo, la IL-10 inhibe la activación de 
la vía Jak/Stat1 generada en respuesta a la unión del interferón con su receptor inmune 
previniendo la inducción de la expresión de MHC-II y la producción de intermediarios 
reactivos del oxígeno y de monóxido de nitrógeno en respuesta al estímulo con INF-γ 
[37-39]. Por otro lado, se ha descrito que la IL-6 puede, bajo ciertas circunstancias, 
inhibir la acción estimulatoria del INF-γ sobre macrófagos infectados con 
microorganismos como Brucella abortus [40], Toxoplasma gondii [41] y 
Mycobacterium tuberculosis [42]. Los resultados presentados en este trabajo de Tesis 
indican que la infección con B. pertussis afecta significativamente la capacidad de los 
monocitos humanos de aumentar la expresión de HLA-DR en respuesta al INF-γ 
sugiriendo que esta bacteria, al igual que otros patógenos intracelulares [40, 43], es 
capaz de alterar la respuesta de los macrófagos al estímulo con INF-γ modulando la 
expresión de HLA-DR y disminuyendo, por lo tanto, la capacidad del macrófago de 
presentar antígenos y ser reconocido por la célula T.  
 En conjunto, los resultados presentados en esta Tesis Doctoral aportan nuevas 
evidencias que indican que B. pertussis es capaz de sobrevivir dentro de las células del 
hospedador constituyendo quizás un mecanismo de persistencia. La presencia de uno o 
más estadios intracelulares durante el ciclo infeccioso de B. pertussis podría explicar 
algunos interrogantes que se han suscitado en relación a pertussis, desde la particular 
epidemiología de este patógeno, hasta la conservación a lo largo de décadas de un locus 
regulatorio de la virulencia sin función aparente in vivo. Cabe recordar que esta bacteria 
es un patógeno estrictamente humano, sin reservorios o vectores conocidos por fuera del 
hombre. La persistencia de B. pertussis en poblaciones con gran cobertura de 
vacunación y alto estándar de vida, podría adjudicarse a la inexistencia de anticuerpos 
circulantes en adultos mayores a 15 años que permitiría el establecimiento de nichos de 
persistencia en localización intracelular, fuente de contagio de huéspedes susceptibles. 
En efecto, la capacidad para sobrevivir dentro de células del hospedador podría 
conferirle varias ventajas aparte de la obvia evasión temporal de la respuesta inmune. Si 
es necesaria una respuesta pro inflamatoria local para el reclutamiento y activación de 
fagocitos, entonces un nicho intracelular podría proteger al microorganismo hasta que la 
inflamación local haya sido modulada por mecanismos anti-inflamatorios, 
permitiéndole a la bacteria emerger en condiciones más permisivas. También es posible 
imaginar que en vez de ser eliminada tempranamente en la infección, la bacteria 
permanezca en localización intracelular en células fagocíticas y otros tipos celulares y 
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que desde este sitio protegido, tanto la misma bacteria como sus toxinas puedan ser 
liberadas al medio extracelular extendiendo la duración de la enfermedad como se ha 
observado en casos clínicos. Por otra parte los macrófagos podrían transportar bacterias 
a nuevos sitios de infección donde inicien nuevas microcolonias en condiciones de 
entorno favorable.  
 La presencia de anticuerpos opsonizantes en el sitio de infección parece ser 
crucial para evitar el establecimiento de nichos intracelulares. En este sentido, es 
importante destacar que de los antígenos presentes en las actuales vacunas tanto 
celulares como acelulares, sólo Prn es capaz de inducir la producción de anticuerpos con 
potente actividad opsonofagocítica [44]. Este antígeno presenta en una de sus regiones 
inmunodominantes una alta variación antigénica, lo que deriva en la existencia de al 
menos 13 variantes de Prn diferentes que circulan actualmente en la población mundial 
[45]. La efectividad de la variante Prn1, presente actualmente casi exclusivamente en las 
formulaciones vacunales acelulares y celulares, frente a la infección con cepas de B. 
pertussis que presentan otras variantes de Prn es aun motivo de estudio. Sin embargo, el 
importante incremento en los últimos años de cepas con variantes de Prn diferentes a la 
vacunal, fundamentalmente Prn2, sugieren que la variación antigénica en Prn podría 
haber contribuido a la reemergencia de pertussis. Se ha postulado que esta variación en 
un antígeno clave en la protección [44, 46], podría deberse a una inmuno selección 
originada por décadas de vacunación con cepas de colección. En el contexto de los 
estudios presentados en esta Tesis, una actividad opsonizante disminuida o deficiente en 
el reconocimiento antígeno-anticuerpo, podría resultar en bacterias insuficientemente 
opsonizadas aumentando las posibilidades de persistencia en localización intracelular 
aun en individuos inmunes. En un Anexo a este trabajo de Tesis se muestran resultados 
de experimentos diseñados para evaluar la protección cruzada entre Prn1 y Prn2 (esta 
última la cepa mas prevalente en el mundo). Los datos obtenidos sugieren que existe 
una protección cruzada disminuida en individuos con inmunidad disminuida lo cual 
indicaría que la variación en este antígeno puede haber contribuido efectivamente a la 
reemergencia.  
Actualmente se están llevando a cabo estudios tendientes a obtener información 
más concluyente respecto a los cambios fenotípicos que conllevan a que B. pertussis 
logre adaptarse al microambiente encontrado dentro de la célula inmune así como los 
factores que determinan que dentro de una determinada población bacteriana solo una 
fracción logre resistir la acción bactericida de las células de hospedador. Este tipo 
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información nos permitirá comprender mejor los mecanismos de patogénesis y 
persistencia de este patógeno y se espera que contribuya a la identificación de nuevos 
inmunógenos y estrategias preventivas más eficaces.  
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Anexo 
 
Protección cruzada entre las variantes antigénicas de pertactina  
 
1. Introducción 
 
 Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral indican que la presencia de 
anticuerpos opsonizantes es crucial en la protección contra pertussis. La fagocitosis de 
B. pertussis opsonizada con anticuerpos a través de receptores Fc de la célula inmune 
determina la activación del fagocito y el tráfico de la bacteria a compartimientos 
lisosomales donde es destruida. Por el contrario, la ausencia de anticuerpos determina 
que B. pertussis evada la fusión con lisosomas y sobreviva en localización intracelular 
contribuyendo posiblemente a la persistencia de este patógeno en el hospedador. 
Estudios previos de nuestro grupo indican que de los antígenos incluidos en las actuales 
formulaciones vacunales, Prn es el único que induce la producción de anticuerpos con 
actividad opsonofagocítica [1] lo que sugiere que Prn cumple un rol central en la 
inmunidad contra B. pertussis. En apoyo de estos resultados, datos obtenidos en 
modelos murinos y en estudios clínicos indican un rol importante de Prn en la 
protección. Las vacunas acelulares que contienen PT, FHA y Prn son más efectivas que 
aquellas que sólo contienen PT y FHA [2, 3]. Se ha encontrado que el nivel de 
anticuerpos anti-Prn tiene correlación con el nivel de protección [4, 5]. Por otro lado, se 
ha observado que tanto la inmunización pasiva como la activa con Prn, protege al 
vacunado [6]. En conjunto, estos estudios confirman que este antígeno tiene un rol 
relevante en la inducción de inmunidad protectora contra B. pertussis.  
 Pertactina en una proteína autotransportadora localizada en la superficie celular 
de B. pertussis. La estructura cristalina de Prn predice que está compuesta por hélices β 
de la cual emergen dominios que contienen motivos de secuencia asociados con la 
actividad biológica de la proteína [7]. Se ha observado que esta proteína de 69 kDa es 
altamente polimórfica encontrándose la variación principalmente limitada a dos 
regiones, designadas regiones 1 y 2, que contienen motivos repetitivos Gly-Gly-X-X-
Pro y Pro-Gln-Pro, respectivamente (Fig. 1) [8]. La región 1 está localizada próxima al 
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extremo N-terminal flanqueando el motivo RGD, potencialmente involucrado en la 
adhesión a las células del huésped [9]. La región 2 está próxima al extremo C-terminal. 
Un estudio reciente indica que la región N-terminal es inmunodominante [10], mientras 
que la región variable 1, poco inmunogénica pero altamente flexible, es capaz de 
enmascarar, junto con la región C-terminal, epitopes de la región N-terminal 
importantes en el reconocimiento inmune [10, 11]. Un total de 13 tipos de Prn han sido 
identificados hasta el momento, de los cuales Prn1, Prn2 y Prn3 son los más prevalentes 
en la población [12]. Llamativamente, en los países donde se verificó un aumento 
significativo en el número de casos de tos convulsa, incluida la Argentina [13], se ha 
encontrado el mismo tipo de variante, Prn2. Cabe señalar que de las variantes 
estudiadas, Prn2 es la única contra la cual la cepa vacunal (Prn1) presenta protección 
deficiente en animales [6]. La región 1 de Prn2 posee una repetición GGxxP extra lo 
cual determina un cambio importante en la conformación respecto a Prn1. Se ha 
postulado que al ser esta región más larga en Prn2, es capaz de enmascarar de forma 
más eficiente epitopes inmunogénicos presentes en la región N-terminal [10]. Esto ha 
llevado a especular que como consecuencia de cinco décadas de vacunación con la 
misma cepa, ha habido una inmunoselección de cepas más virulentas que expresan Prn2 
contra las cuales las vacunas actuales no son tan efectivas. 
 
 Prn1: RGD APA GGAVPGGAVPGGAVP  ---------------------- GGFGPGGFGPVLDGW---------------------- PQPGPQPPQPPQPQPEAPAPQPPAG
Prn2: RGD APA GGAVPGGAVP------------- GGFGPGGFGPGGFGPGGFGPVLDGW -----------------------PQPGPQPPQPPQPQPEAPAPQPPAG
Prn3: RGD APA GGAVPGGAVP ----------------------- GGFGPGGFGPGGFGPVLDGW ----------------------PQPGPQPPQPPQPQPEAPAPQPPAG 
 
 
 
Figura 1. Estructura de las tres principales variantes de Prn. La secuencia de aminoácidos de la región 
variable R1 y R2 están indicadas. En la región 1, cercana al dominio N-terminal, Prn1 y Prn3 difieren en 
dos aminoácidos, mientras que Prn2 contiene un motivo repetitivo adicional. La región 2 próxima al 
extremo C terminal es idéntica en los tres tipos de variantes de Prn mostrados (Prn1, Prn2 y Prn3). RGD: 
Motivo Arg-Gly-Asp potencialmente involucrado en la adhesión a las células del hospedador. 
 
 
 Los estudios presentados en este anexo tuvieron como objetivo avanzar en la 
definición de la importancia epidemiológica de la divergencia de Prn y su posible rol en 
la reemergencia de tos convulsa. Para ello se investigó la capacidad de los anticuerpos 
inducidos por Prn1 (única variante vacunal) de reconocer a cepas que expresan Prn2 en 
ensayos de inmunoabsorción como en ensayos funcionales.  
 
N´ C´His
RGD
R2R1
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2. Materiales y métodos 
 
2.1. Cepas utilizadas y condiciones de cultivo 
Para llevar a cabo este estudio se utilizaron la cepa salvaje B. pertussis Tohama I 
que expresa Prn1 y la cepa B. pertussis derivada de Tohama I que expresa Prn2 (B1586) 
[14]. Las bacterias fueron cultivadas en placas de Agar Bordet Gengou (DIFCO 
Laboratories, USA), suplementada con 15 % v/v de sangre desfibrinada de carnero 
(ABGs), durante 72 hs a 37 ºC. Al cabo de este tiempo se repicó en una nueva placa 
ABGs y se cultivó a 37 ºC durante 24 hs. Del cultivo en medio sólido se extrajo un 
inóculo para el cultivo en medio liquido SS a una densidad celular inicial equivalente a 
0.2 Abs650 nm (30 hs, 37 ºC, 160 r.p.m). Cuando los cultivos alcanzaron el estado 
exponencial tardío, las células fueron cosechadas por centrifugación (10000 × g 15 min 
a 4 ºC) y utilizadas para la realización de ensayos de ELISA y de opsonofagocitosis. 
 
2.2. Obtención de Prn1 y Prn2 recombinante 
 Las proteínas Prn1 y Prn2 recombinantes fueron obtenidas según ha sido 
descrito en Hijnen et al. [15] con algunas modificaciones. Brevemente, el marco de 
lectura abierto de Prn1 y Prn2 fue clonado en el vector pET-28a (Novagen, Darmstadt, 
Germany). Los primers utilizados fueron los siguientes: 
F-5´ACACATATGGACTGGAACAACCAGTCCATCGTCAAGACCGGTG-3´,  
R-5´ ATTGGATCCTTAGCCGCCGCCGTCGCCGGTGAA-3´.  
 Los DNA genómicos de B. pertussis Tohama I que expresa Prn1 y de B. 
pertussis Tohama que expresa Prn2 (B1586) fueron utilizados como molde para la 
realización de la PCR con Pfu DNA polimerasa (Stratagene, La Jolla, CA). Los 
fragmentos de PCR conteniendo los genes de Prn1 y Prn2 fueron digeridos con las 
endonucleasas NdeI y BamHI (los sitios de restricción de estas enzimas fueron 
incluidos en los primers para facilitar el clonado) y subsecuentemente ligados dentro del 
vector de expresión pET-28a, digerido con NdeI y BamHI. Luego de la ligación, la 
mezcla fue utilizada para transformar células E. coli Mach1 competentes (Invitrogen, 
Carlsbad, CA). Posteriormente se realizó la purificación del DNA plasmídico por 
MiniPrep (Promega) de cultivos crecidos durante 12 horas. Los DNA plasmídicos 
 215
Bordetella pertussis  Anexo 
¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯ 
conteniendo el inserto fueron usados para transformar células E. coli BL21-Codon plus 
(DE3) competentes (Stratagene, La Jolla, CA). La incubación de las bacterias con 1mM 
de isopropil-β-D tiogalactopiranosido (IPTG) (3 hs a 37 ºC) indujo la expresión de Prn1 
y Prn2 en cuerpos de inclusión. Para posibilitar su solubilización las células fueron 
incubadas con una solución conteniendo, 50 mM Na2HPO4.2H20, 300 mM NaCl, 8 M 
urea, 10 mM imidazol, pH 7,4. Las proteínas recombinantes contienen un dominio N 
terminal His6-Tag que permite purificarlas por cromatografía de afinidad. Ambas 
proteínas fueron purificadas por afinidad en una columna cargada con una resina de 
cobalto (HisPurTM Cobalt Resin, Pierce, Rockford, IL) equilibrada con 50 mM 
Na2HPO4.2H20, 300 mM NaCl, 8 M urea, 10 mM imidazol, pH 7,4. Las proteínas 
unidas a la columna fueron eluídas con 50 mM Na2HPO4.2H20, 300 mM NaCl, 8 M 
urea, 150 mM imidazol, pH 7,4. Las fracciones fueron analizadas mediante SDS-PAGE 
12,5 %. 
 
2.3. Muestras de suero 
 Para la realización de este estudio se utilizaron muestras de suero (gentilmente 
cedidas por Dr. Jussi Mertsola, National Public Health Institute, Turku, Finlandia) 
provenientes de adolescentes de 14 años de edad de una escuela rural del sudeste de 
Finlandia donde, a fines de 1996, ocurrió un brote de pertussis producido por una cepa 
de B. pertussis que expresaba Prn2 [16]. A los 11 días de detectado el primer caso en 
una de las aulas del establecimiento se tomaron muestras de suero de 22 alumnos y 8 
semanas después de la primera muestra se tomaron las segundas muestras de suero. Los 
niños habían sido vacunados en su infancia con 3 dosis de vacuna celular (toxoide 
tetánico/diftérico/pertussis) (DTPc). La vacuna es producida en el National Public 
Health Institute (NPHI), Helsinki, y cada dosis contiene 20 Lf (Límite de floculación) 
de toxoide diftérico, 5 Lf de toxoide tetánico y 5 x 109 bacterias B. pertussis (Prn1) 
inactivadas con formalina.  
 En este estudio se empleó además suero de ratón anti-Prn1 y anti-Prn2 obtenidos 
según se detalla a continuación. Grupos de 5 ratones hembra BALB/c de 6-8 semanas 
libres de patógenos fueron inmunizados subcutáneamente con 15 µg de proteína (Prn1 o 
Prn2) formulada con hidróxido de aluminio [Al (OH)3] como adyuvante. Transcurridos 
28 días, los ratones recibieron una nueva inmunización (refuerzo) con la respectiva 
proteína utilizando Al(OH)3 como adyuvante. Finalmente, 42 días después de la 
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inoculación inicial los ratones fueron sangrados y se recuperó el suero correspondiente. 
Grupos de ratones inoculados con solución PBS fueron empleados como control 
negativo.  
 
2.4. ELISA 
El título de anticuerpos anti-Prn1 y anti-Prn2 fue evaluado en muestras de suero 
humano y en muestras de suero de ratones inmunizados con Prn1 o Prn2, según ha sido 
descrito en Wolfe et al. [17] con algunas modificaciones. Para ello, los pocillos de una 
placa de propileno para ELISA (Greiner Bio-One, Stonehouse, UK) fueron cubiertos 
con: a) cepas isogénicas B. pertussis que expresan Prn1 o Prn2 (Tohama o Bp1586) 
(100 μl por pocillo de suspensión bacteriana de DO650 nm 1 en PBS), o b) antígenos 
purificados de Prn1 o Prn2 (100 μl por pocillo de proteína purificada en concentración 3 
μg/ml en buffer carbonato 0,04 M pH 9,6). Finalizada esta etapa, los pocillos se lavaron 
tres veces con solución PBS-0.05 % v/v Tween 20 (PBS-T) y se realizó el bloqueo de 
sitios libres remanentes con 300 µl por pocillo de una solución PBS suplementado con 
10 % p/v leche en polvo descremada (PBS-L) durante 1 h a 37 °C en cámara húmeda. 
Para cada suero, humano o de ratón, se realizaron 8 diluciones seriadas de orden 2 
comenzando con una dilución inicial de 1/100. Las diluciones fueron preparadas en 
solución PBS-L suplementada con 0.05 % v/v Tween 20 (PBS-LT). Se adicionaron 100 
µl de dilución de cada suero por pocillo y se incubó durante 2 hs a 28 °C en cámara 
húmeda. Luego de tres lavados con PBS-T, se adicionaron 100 µl por pocillo de 
anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa (Pierce) o anti-IgG humano 
conjugado con peroxidasa (Pierce) según corresponda, diluido en PBS-LT y se incubó 
nuevamente durante 2 hs a 37 °C en cámara húmeda. Finalizada esta etapa, los pocillos 
se lavaron tres veces con PBS-T y se agregó 100 µl por pocillo de sustrato para 
peroxidasa, orto-fenildiamina, preparado en buffer fosfato/citrato/H2O2 (0.1 M PO4HNa2 
/ 0.1 M ácido cítrico / 0.001 % H2O2). Luego de 15 min la reacción se detuvo mediante 
el agregado de 50 µl por pocillo de solución 2 M de H2SO4. La absorbancia se midió a 
492 nm (Benchmark Plus Microplate Spectrophotometer, Bio-Rad, UK). La dilución a 
la cual la DO492nm es igual a 0,8 fue utilizada para determinar el título del ELISA. 
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2.5. Obtención de neutrófilos 
 Neutrófilos de sangre periférica fueron aislados de sangre humana heparinizada 
utilizando gradientes de centrifugación Ficoll-Histopaque (Sigma, St. Louis, MO, 
USA). Los glóbulos rojos remanentes en la suspensión de polimorfonucleares (PMN) 
fueron removidos por lisis hipotónica logrando una pureza mayor al 95 %. La viabilidad 
celular se determinó por tinción vital con Trypan blue obteniéndose un nivel de 
viabilidad superior al 99 %. Previo a la realización de los ensayos funcionales, los 
neutrófilos fueron lavados dos veces con DMEM suplementado con 10 % v/v de suero 
fetal bovino (Cansera, Rexdale, ON, Canada), resuspendidos y utilizados 
inmediatamente. Todos los experimentos descriptos en este Capítulo fueron llevados a 
cabo utilizando neutrófilos purificados en el momento. El nivel de expresión del 
receptor FcγRI (CD64) fue monitoreado mediante citometría de flujo utilizando el mAc 
anti FcγRI 22 [18]. Solo fueron utilizados aquellos neutrófilos que no presentaban 
niveles detectables de expresión de CD64.  
 
2.6. Actividad opsonofagocítica 
B. pertussis Prn1 (Tohama) y B. pertussis Prn2 (Bp1586) fueron cultivadas en 
medio SS y utilizadas para determinar la capacidad opsonofagocítica de los anticuerpos 
presentes en muestras de suero humano y en muestras de suero de ratón inmunizados 
con Prn1 o Prn2 purificadas. Para ello, 100 μl de bacterias (DO=1) se incubaron con 60 
μl de suero humano (diluidos 1/20 en PBS) o con 60 µl de suero de ratón (diluidos 1/20, 
1/100, 1/200 y 1/500 en PBS) durante 1 h a 37 ºC. Posteriormente, se realizaron dos 
lavados con PBS y las bacterias fueron incubadas con PMN durante 20 min a 4 ºC. 
Luego de extensivos lavados a 4 ºC para remover las bacterias no adheridas las muestras 
fueron divididas en dos alícuotas. Una alícuota fue mantenida en hielo para determinar 
el número inicial de bacterias adheridas al neutrófilo mientras que la otra alícuota fue 
incubada a 37 ºC durante una hora para permitir que la fagocitosis transcurra. La 
fagocitosis fue detenida mediante la incubación de los neutrófilos en hielo. 
Posteriormente se determinó el número de bacterias asociadas a la superficie celular de 
los neutrófilos de ambas alícuotas mediante marcación fluorescente. Para ello, los PMN 
fueron incubados con fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG humana 
conjugados con PE (Molecular Probes, OR, USA) o fragmentos F(ab)2 de anticuerpos 
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de cabra anti-IgG de ratón conjugados con PE (Molecular Probes, OR, USA), según 
corresponda, durante 30 min a 4 ºC. Con el fin de evitar la unión inespecífica de los 
anticuerpos todas las incubaciones fueron realizadas en presencia de 25 % v/v de suero 
humano inactivado por calor. Las muestras fueron analizadas mediante citometría de 
flujo (BD FACSCalibur™, BD Biosciences). Las intensidades de fluorescencia en el 
rojo de los neutrófilos mantenidos durante 20 min a 4 ºC fue utilizada como control de 
de adhesión (Adhesión a neutrófilos, Tabla 1). El decaimiento en la fluorescencia roja 
luego de una hora de incubación a 37 ºC reflejó el nivel de fagocitosis de las bacterias 
asociadas a la superficie. El porcentaje de fagocitosis fue calculado de la siguiente 
manera: PE1 x (1-PE2/PE1), donde PE1 representa la media de la fluorescencia en PE 
de aquellas células mantenidas a 4 ºC durante 20 min y PE2 representa la media de la 
fluorescencia en PE de aquellas células mantenidas durante 1 h a 37 ºC. 
 
2.7. Análisis estadístico 
Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado. Los resultados se 
analizaron estadísticamente mediante el análisis de varianza (ANOVA). Para la 
comparación de los valores obtenidos (medias) se utilizó el test de Menor Diferencia 
Significativa (LSD) con un grado de significación (P<0.05). 
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3. Resultados y Discusión 
 
3.1. Estudio de la eficacia de anticuerpos inducidos por vacunación (Prn1) 
para reconocer una cepa que expresa Prn2. 
 Para la realización de este estudio se utilizaron muestras de suero provenientes 
de adolescentes vacunados con vacuna celular (Prn1) en su niñez y que estuvieron 
expuestos a un brote de pertussis causado por una cepa de B. pertussis (Prn2) producido 
dentro del establecimiento educativo al cual concurrían [16]. A los 11 días de detectado 
el primer caso en una de las aulas del establecimiento se tomaron muestras de sangre de 
todos los alumnos (primera muestra) y a las 8 semanas se extrajo nuevamente sangre 
(segunda muestra). Los alumnos (n=14) fueron divididos en dos grupos de acuerdo a la 
sintomatología clínica (ver Tabla adjunta). El primer grupo estuvo compuesto de 7 
alumnos que padecieron tos paroxística sugestiva de pertussis. En 5 individuos de este 
grupo (S1-S5) la primera muestra de sangre fue tomada cuando los síntomas de tos ya 
habían comenzado, en otros 2 (S6 y S7) la primera muestra fue obtenida antes del 
comienzo de la tos. Los análisis del laboratorio indican que al menos 4 individuos de 
este grupo (S1, S4, S5 y S7) estuvieron infectados con B. pertussis (cultivo positivo o 
seroconversión positiva). Mientras que en 3 miembros de este grupo (S2, S3 y S6) la 
infección con B. pertussis no pudo ser demostrada mediante cultivo o serología. En el 
caso de S3, ciertos parámentros como el alto título de anticuerpos contra B. pertussis 
que presenta y la prolongada duración de los síntomas (82 días), sugieren que esta 
persona estuvo infectada pero la seroconversión no pudo ser detectada debido tal vez a 
que la primera muestra fue tomada luego de 11 días del comienzo de los síntomas, 
donde probablemente la respuesta inmune ya se había montado. En el segundo grupo 
están incluidos 7 alumnos que no tuvieron síntomas de tos durante todo el período 
testeado (hasta cuatro meses desde la aparición del primer caso). En este grupo, sin 
embargo, 2 individuos (A4 y A5) parecen haber cursado la infección de forma 
asintomática, según pudo ser demostrado en las pruebas de laboratorio en donde el 
microorganismo pudo ser en uno de los casos aislado (A4) y en el otro caso hubo 
seroconversión (A5).  
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 Con el fin de evaluar si los anticuerpos correspondientes a las primeras muestras, 
y segundas muestras presentan un reconocimiento diferencial de las variantes Prn1 y 
Prn2 de B. pertussis se realizaron 3 tipos de ensayos en los que se evaluó:  
 
a) El título de anticuerpos IgG en suero, evaluado en un ELISA diseñado con proteína 
purificada (desnaturalizada) Prn1 o Prn2 como fase inmóvil.  
b) El título de anticuerpos IgG en suero, evaluado en un ELISA diseñado con célula 
entera de B. pertussis Prn1 o B. pertussis Prn2 como fase inmóvil. 
c) Actividad opsonofagocítica de los anticuerpos frente a B. pertussis Prn1 y B. 
pertussis Prn2. En este ensayo se evaluó la capacidad de los anticuerpos de mediar la 
adhesión a PMN y la posterior fagocitosis. 
 
 En los datos mostrados en la Tabla adjunta se observa que la mayoría de los 
adolescentes que no se infectaron (S6, A1, A2 y A6) presentaban alto título de 
anticuerpos anti-Prn en la primera muestra de suero, con excepción de S2, A3 y A7 los 
cuales, a pesar del bajo título de anticuerpos anti-B. pertussis y en particular anti-Prn, no 
estuvieron infectados, sugiriendo que este grupo probablemente no estuvo en contacto 
con el agente infeccioso. En contraste, en los niños en que se demostró infección con B. 
pertussis, el título de anticuerpos anti-Prn era significativamente menor (S1, S4, S5, S7, 
A4 y A5). Estos resultados se condicen con estudios previos que demuestran una 
correlación entre el título de anticuerpos anti-Prn y el nivel de protección frente al 
desarrollo de tos convulsa [4, 5]. En casos sintomáticos (a excepción de S2 y S6 que no 
presentaban infección con pertussis, y S3 cuya primera muestra posiblemente fue 
tomada luego de ocurrida la seroconversión) se observó una importante seroconversión 
entre la primera y segunda muestra con un aumento importante en el título de 
anticuerpos anti-Prn. Por el contrario, en la mayoría de los casos asintomáticos no hubo 
seroconversión y el título de anticuerpos anti-Prn tampoco se modificó. 
 Según se puede ver en la Tabla, no se detectaron diferencias significativas en el 
nivel de reconocimiento de los anticuerpos contra Prn1 y Prn2 purificada 
(desnaturalizadas) en las primeras y segundas muestras de suero. Estos resultados 
sugieren que los epitopes lineales presentes en ambas variantes de Prn purificada son 
igualmente reconocidos por los anticuerpos inducidos por vacunación (primera muestra) 
y los anticuerpos producidos post-infección (segunda muestra). Cuando se utilizó célula 
entera para sensibilizar la placa de ELISA tampoco se observaron diferencias 
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significativas en el nivel de reconocimiento de los anticuerpos contra B. pertussis Prn1 
y B. pertussis Prn2, a excepción de algunas muestras en donde parece haber un leve 
incremento en el reconocimiento de Prn1 respecto a Prn2 (S1, S6 y S7) evidente 
principalmente en las primeras muestras de suero. Es importante destacar que en los 
ELISAs realizados empleando célula entera, si bien Prn se encuentra en conformación 
nativa, son reconocidos numerosos antígenos de B. pertussis lo que quizás enmascara la 
existencia de un reconocimiento diferencial de epitopes conformacionales de Prn 
presentes en las variantes Prn1 y Prn2.  
 Trabajos previos indican que de los anticuerpos producidos por las vacunas 
celulares y acelulares, sólo los anticuerpos anti-pertactina son capaces de mediar la 
opsonización de la bacteria y su posterior fagocitosis a través de receptores Fc de la 
célula inmune [1]. Por el contrario, anticuerpos anti-Fimbria, anti-FHA o anti-PT no 
poseen actividad opsonizante. Por esta razón, se evaluó la actividad opsonofagocítica de 
los sueros en estudio empleando para ello ambos tipos de variantes de B. pertussis. Se 
estudió tanto la capacidad de los anticuerpos de mediar la adhesión a células 
polimorfonucleares (PMN) como la de inducir fagocitosis (ver Tabla adjunta). Los 
resultados indican que, en general, aquellos individuos que se infectaron con B. 
pertussis (S1, S4, S5, S7, A4 y A5), presentaban en las primeras muestras una baja 
actividad opsonofagocítica que se correlaciona con el bajo título de anticuerpos anti-Prn 
que presentaban. Además, este grupo presentó tanto en la primera como en la segunda 
muestra una menor capacidad de mediar la adhesión a neutrófilos que se tradujo en una 
fagocitosis menor de B. pertussis Prn2 respecto a B. pertussis Prn1, sugiriendo que 
existe un reconocimiento diferencial de ambas cepas y que estos individuos estaban 
menos protegidos contra la infección con B. pertussis Prn2. En contraste, en aquellos 
individuos en los que el título de anticuerpos anti-Prn era elevado y no se infectaron 
(S6, A1, A2, A6), la adhesión a neutrófilos y el nivel de fagocitosis fue elevado tanto en 
el caso de B. pertussis Prn1 como B. pertussis Prn2, no observándose diferencias 
significativas entre ambas variantes en la mayoría de los casos. Tampoco se observaron 
diferencias significativas en S3 que presenta un alto título anti-Prn. Estos resultados 
sugieren que cuando el título de anticuerpos anti-Prn es elevado, la protección que 
confieren los anticuerpos anti-Prn producidos por vacunación es suficiente para evitar la 
infección producida por cepas que expresan Prn2. Esto está de acuerdo con trabajos 
recientes que indican que la variación en pertactina no constituiría un problema en 
individuos altamente inmunizados [19]. En cambio, cuando el título de anticuerpos anti-
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Prn es bajo se pone de manifiesto que en realidad existe un reconocimiento diferencial 
de las variantes de Prn. Estos resultados están de acuerdo con estudios previos llevados 
a cabo en modelos murinos de infección que indican que sólo cuando los ratones son 
inmunizados con bajas dosis de Prn1, que inducen niveles bajos de anticuerpos, se 
observan diferentes niveles de protección frente a aislados de B. pertussis que expresan 
diferentes variantes de Prn [6]. Las razones de estas diferencias no han sido 
esclarecidas, sin embargo, se puede especular que cuando el título de anticuerpos es 
suficientemente elevado las diferencias antigénicas quedan compensadas por el alto 
número de anticuerpos circundantes capaces de opsonizar diferentes zonas de la 
proteína. Estos resultados sugieren que la divergencia antigénica en Prn podría tener 
consecuencias desfavorables en la protección cuando la inmunidad conferida por 
vacunación comienza a declinar (a los 4-5 años post vacunación) contribuyendo 
posiblemente a la reemergencia de pertussis en la población adulta.  
 
3.2. Estudio de la reactividad cruzada de anticuerpos anti-Prn1 y anti-Prn2 
de ratón inmunizados con Prn1 y Prn2 purificada.  
 Nuestros resultados sugieren que los epitopes conformacionales, ausentes en las 
proteínas purificadas desnaturalizadas, están probablemente involucrados en el 
reconocimiento diferencial. Para evaluar esta posibilidad se inmunizaron ratones con 
Prn1 o Prn2 recombinante purificada (desnaturalizada). Se evaluó, al igual que se hizo 
con las muestras de suero humano, el título de anticuerpos anti-Prn1 y anti-Prn2 en 
ELISAs con Prn1 o Prn2 purificada (desnaturalizada) fase inmóvil, o célula entera de B. 
pertussis Prn1 o B. pertussis Prn2 como fase inmóvil. Se evaluó además la actividad 
opsonofagocítica de cada suero contra B. pertussis Prn1 o B. pertussis Prn2. Debido a 
que el reconocimiento diferencial de las variantes de Prn parece depender, al menos en 
parte, del título de anticuerpos anti-Prn (Tabla adjunta), los ensayos de 
opsonofagocitosis fueron realizados utilizando distintas diluciones de suero. En ninguno 
de estos ensayos se observaron diferencias significativas en el nivel de reconocimiento 
de Prn1 respecto a Prn2, tanto en los títulos obtenidos por ELISA como en las pruebas 
funcionales empleando neutrófilos purificados a ninguna de las diluciones ensayadas. 
Estos resultados apoyan la hipótesis de que los epitopes conformacionales están 
involucrados en el reconocimiento diferencial de Prn1 respecto a Prn2. De acuerdo con 
estos resultados, trabajos previos demostraron que anticuerpos monoclonales dirigidos 
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contra epitopes conformacionales dependientes de la región variable 1 se unen de forma 
diferencial a los diferentes tipos de Prn mientras que aquellos monoclonales que 
reconocen epitopes lineales dentro de la región variable 1 se unen de forma similar a 
todas las variantes de pertactina de B. pertussis [6]. Se ha sugerido que la variación en la 
región 1 afecta la respuesta de anticuerpos dirigidos contra la región N-terminal, la cual 
es altamente inmunogénica [11]. En el caso de Prn2, al ser la región 1 más larga que la 
de Prn1, sería capaz de enmascarar epitopes conformacionales de la región N-terminal 
contribuyendo a un menor reconocimiento [19]. En humanos, se ha encontrado que los 
anticuerpos que presentan mayor avidez por Prn son los inducidos contra epitopes 
conformacionales [20] lo cual avala los resultados anteriores en los que sólo se observó 
una menor actividad opsonofagocítica frente a B. pertussis Prn2 respecto a B. pertussis 
Prn1 cuando se utilizaron sueros humanos con bajo título contra Prn y no cuando se 
utilizaron sueros de ratón inmunizados con Prn desnaturalizada. En estudios futuros se 
prevén realizar inmunizaciones con Prn purificada y refoldeada lo que permitirá evaluar 
mejor el rol de los epitopes conformacionales en el reconocimiento diferencial de las 
variantes de Prn. 
 En resumen, estos estudios, aunque preliminares, sugieren que la variación 
antigénica de pertactina podría tener un rol importante en la infección de individuos en 
los cuales el título de anticuerpos contra pertactina es bajo. En estos casos se observó 
una significativa reducción en la capacidad opsonofagocítica de los anticuerpos 
producidos por la cepa vacunal contra B. pertussis Prn2 lo que podría determinar que las 
cepas que expresan Prn2 tengan más probabilidades de ser fagocitadas a través de 
receptores que no inducen actividad celular bactericida contribuyendo a la persistencia 
de esta variante en la población. El incremento a nivel mundial de cepas que expresan 
Prn2 parece apoyar esta hipótesis. 
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T
Cultivo Seroconversión † Prn 1 Prn2 B. pertussis Prn1 B. pertussis Prn2
Sintomáticos
S1, M  -6‡  (124)∆ Positivo Positiva 100/600 100/800 600/12800 400/12800
S2, F  -21 (32) Negativo Negativa 50/50 50/50 800/800 800/800
S3, M  -11  (82) Negativo Negativa 600/600 600/800 >12800/>12800 >12800/>12800
S4, M  -9  (14) Negativo Positiva 100/400 200/800 400/3200 400/3200
S5, F  -2  (84) Negativo Positiva 25/150 25/300 300/12800 300/12800
S6, M  +1  (19) Negativo Negativa 600/350 800/400 6400/3200 3200/2800
S7, F  +10  (17) Negativo Positiva 100/1700 75/3400 600/5800 400/3200
Asintomáticos
A1, M 0 Negativo Negativa 6400/6400 12800/12800 48000/48000 36000/36000
A2, M 0 Negativo Negativa 2400/2400 3200/3200 12800/12800 12800/12800
A3, M 0 Negativo Negativa 50/25 400/200 1000/1200 1000/1200
A4, F 0 Positivo Negativa 100/100 150/150 600/1400 500/1600
A5, M 0 Negativo Positiva 50/200 100/200 600/3200 600/3200
A6, M 0 Negativo Negativa 2200/1600 2200/1600 12800/12800 12800/12800
A7, F 0 Negativo Negativo 150/300 150/300 800/800 800/800
* La segunda muestra fue tomada 8 semanas después de la primera muestra de suero.
† Seroconversión se define como positiva si existe un incremento de la menos 4 veces en el título de anticuerpos entre la segunda y primera muestra.
∆ Números en paréntesis indican la duración de la tos.
Muestra
Días entre la 
primera 
muestra y el 
comienzo de 
la tos
Diagnóstico de infección con 
B. pertussis
Título de anticuerpos IgG 
en primera/segunda 
muestra* contra
Título de anticuerpos IgG en 
primera/segunda muestra* contra
‡ Menos (-) significa cuántos días pasaron entre el comienzo de la tos y la toma de la primera muestra, mas (+) significa días que pasaron entre la toma de la 
primera muestra y el comienzo de la tos.
Paciente, 
sexo
Bordetella pertussis                 Anexo 
¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯¯ 
 228
Cultivo Seroconversión B. pertussis  Prn1 B. pertussis  Prn2 B. pertussis  Prn1 B. pertussis  Prn2
Sintomáticos
S1, M  -6‡  (124)∆ Positivo Positiva 68/560 4,5/37 20/431 0/104
S2, F  -21 (32) Negativo Negativa 96/46 10//10 25/0 0/0
S3, M  -11  (82) Negativo Negativa 535/702 909/966 385/582 818/830
S4, M  -9  (14) Negativo Positiva 39/463 6//36 0/254 1//26
S5, F  -2  (84) Negativo Positiva 57/3247 4,7/1811 3//2857 0,5/1430
S6, M  +1  (19) Negativo Negativa 264/273 250/303 130/420 230/380
S7, F  +10  (17) Negativo Positiva 98/496 4,5/362 8/288 0/46
Asintomáticos
A1, M 0 Negativo Negativa 2343/3446 1419/980 1921/2481 1305/2257
A2, M 0 Negativo Negativa 2930/2643 3950/3270 1505/2379 3357/2616
A3, M 0 Negativo Negativa 85/445 5//5 9/311 1//1
A4, F 0 Positivo Negativa 88/225 4//20 18/110 0/6
A5, M 0 Negativo Positiva 89/445 5//73 13/311 0/51
A6, M 0 Negativo Negativa 4621/5424 1112/1508 4205/5044 745/1085
A7, F 0 Negativo Negativo 116/1161 7//79 13/929 1/325
a Bacterias opsonizadas con suero correspondiente a la primera/segunda muestra fueron incubadas con PMN durante 20 min a 4 ºC. Las bacterias adheridas fueron marcadas con
fragmentos F(ab)2 de anticuerpos de cabra anti-IgG humana conjugados con PE y analizadas por citómetría de flujo. Se muestran valores de fluorescencia media asociada a
PMN representativos de tres experimentos independientes.  
b Bacterias opsonizadas con suero correspondiente a la primera/segunda muestra fueron incubadas con PMN durante 20 min a 4 ºC y divididas en dos alícuotas. Una de las
alícuotas fue mantenida a 4 ºC y la otra fue incubada a 37 ºC durante 1h. Las bacterias adheridas la superficie de los PMN fueron marcadas con fragmentos F(ab)2 de
anticuerpos de cabra anti-IgG humana conjugados con PE y las muestras fueron analizadas por citómetría de flujo. El porcentaje de fagocitosis se define como PE1* (1-
PE2/PE1) donde PE1 representa la media geométrica de las muestras mantenidas a 4 ºC y PE2 representa la media geométrica de las muestras incubadas a 37  ºC.
Muestra
Días entre la 
primera 
muestra y el 
comienzo de 
la tos
Diagnóstico de infección con 
B. pertussis
Actividad opsonofagocítica primera/segunda* muestra
Adhesión a PMN a Fagocitosis % b
Paciente, 
sexo
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